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1 Einleitung 
 
1.1 Allergische Erkrankungen 
 
Weltweite Studien haben gezeigt, dass die Häufigkeit an allergischen Erkrankungen, wie die 
allergische Rhinitis, Asthma bronchiale und atopische Ekzeme besonders in Industrieländern 
ständig zunimmt (Schäfer und Ring, 1997), (Isolauri et al., 2004), (Lundback, 1998). Eine 
internationale Studie an Kindern im Alter zwischen 6 - 14 Jahren (n = 721601) hat ergeben, 
dass 20 % - 25 % an allergischer Rhinitis und 6,5 % - 8,7 % an atopischem Ekzem leiden 
(Kabir et al., 2005). Bei einer Studie in Deutschland zeigten 9,2 % der untersuchten Kinder (n 
= 988) Symptome allergischer Rhinitis, 3,8 % Asthma bronchiale und 8,3 % atopisches 
Ekzem (Schäfer und Ring, 1995). Man geht davon aus, dass die Manifestation allergischer 
Erkrankungen sowohl auf der genetischen Prädisposition beruht, als auch eine Assoziation 
zu Umweltfaktoren und dem sozialökonomischen Umfeld besteht (Schäfer et al., 2001), 
(Schäfer und Ring, 1997). 
Die Allergie (griech: allos, anders; ergon, Tätigkeit) wurde von Clemens von Pirquet als „eine 
andersartige Reaktionsweise des Organismus als die erwartete und zwar nach einer im 
Körper vorangegangenen Immunreaktion“ definiert (Pirquet, 1910). Im Allgemeinen versteht 
man heutzutage unter einer Allergie die symptomatische Reaktion auf ein normalerweise 
harmloses Antigen aus der Umgebung. Die allergische Reaktion beruht auf der Wechsel-
wirkung zwischen Antigen und Antikörpern oder primär aktivierten T-Zellen, die sich bereits 
bei einem früheren Kontakt mit demselben Antigen gebildet haben (Janeway et al., 2002). 
Nach Coombs und Gell (Coombs and Gell, 1975) werden vier Haupttypen von allergischen 
Reaktionen unterschieden, die sich jedoch nicht immer klar voneinander abgrenzen lassen, 
sondern über wechselseitige Beziehungen miteinander in Verbindung stehen (siehe Tab. 
1.1). 
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Tab. 1.1 Einteilung in vier Reaktionstypen nach Coombs und Gell 
 
Typ Intervall zwischen 
Antigenapplikation 
und klinischer 
Reaktion 
Pathomechanismen Klinische Beispiele 
I 
Allergische 
Sofortreaktion, 
anaphylaktisch 
5-30 Minuten Antigen reagiert mit dem 
mastzellmembranfixierten IgE, 
Freisetzung endogener 
Mediatoren wie Histamin, 
Leukotriene, Prostaglandine 
Anaphylaktischer Schock, 
Rhinitis, Konjunktivitis, 
Urtikaria, Asthma 
bronchiale, 
Nahrungsmittelallergie 
II 
Zytotoxisch 
Minuten Antigen-Antikörperreaktion an 
der Zelloberflächen führt zur 
Komplementaktivierung und 
Schädigung der Zellmembran, 
Zytolyse; Beteiligung von IgG, 
IgM 
Anämien, 
Blutgruppeninkompati-
bilität,  
III 
Immunkomplex 
6-8 Stunden Antigen-Antikörper-Komplexe 
präzipitieren an Kapillar-
wänden und aktivieren 
Komplement, Produktion von 
chemotaktischen Faktoren, 
Einwanderung von Granulo-
zyten, Freisetzung lyso-
somaler Enzyme, akute 
Entzündung 
Serumkrankheit, 
allergische Alveolitis, 
systemischer Lupus 
IV 
Allergische 
Spätreaktion, 
zellulär 
24-72 Stunden Direkte Reaktion spezifisch 
aktivierter Lymphozyten mit 
dem Antigen, Freisetzung von 
Lymphokinen, chronische 
Entzündung 
Kontaktekzem, 
Arzeneimittelexantheme, 
Transplantatabstoßung 
 
 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der allergischen Kontaktdermatitis (ACD), die eine 
Überempfindlichkeitsreaktion vom Typ IV, also eine allergische Spätreaktion (DTH delayed-
type-hypersensitivity), darstellt. 
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1.2 Allergische Kontaktdermatitis 
 
Eine der häufigsten Formen allergischer Hauterkrankungen ist die Kontaktdermatitis 
(Rietschel, 1997). Unter einer Kontaktdermatitis versteht man eine Intoleranzreaktion der 
Haut gegen äußerlich einwirkende nichtinfektiöse Noxen, sogenannte Kontaktallergene. Es 
werden zwei Hauptformen unterschieden, die irritative und die allergische Kontaktdermatitis. 
Die irritative Kontaktdermatitis ist eine primär nichtimmunologische Entzündungsreaktion der 
Haut auf chemische und physikalische Reize. Die allergische Kontaktdermatitis dagegen ist 
eine zellvermittelte Immunreaktion, die eine spezifische Sensibilisierung auf die ent-
sprechende Substanz voraussetzt (Büchner, 2001). 
In den letzten Jahren ist eine deutliche Zunahme der allergischen Kontaktdermatitis in der 
westlichen Gesellschaft zu verzeichnen. Die Prävalenz für diese Erkrankung liegt in den 
westlichen Industriestaaten ungefähr bei 7 % (Schnuch et al., 2002), (Heine et al., 2004). In 
einer dänischen Studie an einem Kollektiv aus der Allgemeinbevölkerung konnte gezeigt 
werden, dass sich die Häufigkeit einer Kontaktsensibilisierung auf in kosmetischen Pro-
dukten enthaltenden Substanzen innerhalb von acht Jahren mit einer starken Zunahme von 
2,4 % auf 5,8 % fast verdoppelt hat (Nielsen et al., 2001). Eine Studie in Deutschland an 
Kindern im Alter von 6 – 18 Jahren (n = 2460) hat ergeben, dass 13,3 % - 24,5 % der unter-
suchten Kinder von allergischer Kontaktdermatitis betroffen sind (Heine et al., 2004). Sehr 
weit verbreitet ist die allergische Kontaktdermatitis auf Urushiol, in den USA sollen 50 % der 
Erwachsenen auf diese Substanz sensibilisiert sein (Schmidt et al., 1990). 
Die allergische Kontaktdermatitis führt zu einer starken Einschränkung der Lebensqualität 
der betroffenen Personen und ist zudem ein häufiger Grund für berufsbedingte Er-
krankungen, die dann oft zusätzlich Veränderungen im sozialen Umfeld mit sich bringen. Sie 
macht z. B. 7 % der beruflich bedingten Erkrankungen in den USA aus (Belsito, 2000). 
Alleine in Deutschland betragen die Kosten für die allergische Kontaktdermatitis als beruflich 
erworbene Hauterkrankung ca. drei Milliarden Euro pro Jahr. Die allergische Kontakt-
dermatitis stellt somit durch den hohen Kostenfaktor auch ein großes sozioökonomisches 
Problem dar.  
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1.2.1 Klinisches Bild 
 
Klinisch manifestiert sich die akute allergische Kontaktdermatitis durch eine ekzematöse 
Reaktion an der Kontaktstelle mit dem Allergen. 24 bis 48 Stunden nach der Exposition mit 
dem Kontaktallergen kommt es zu entzündlich-exsudativen Reaktionen, wie der Bildung von 
erythematösen Papeln, Ödemen und Bläschen. Die Hautveränderungen sind zur Peripherie 
hin unscharf gegenüber der normalen Haut abgegrenzt und neigen zu Streureaktionen. Die 
chronische Form der allergischen Kontaktdermatitis äußert sich neben Rötung, Papeln, Ero-
sionen und Schuppen in einer entzündlichen Epidermisverdickung (Büchner, 2001), 
(Wildemore et al., 2003).  
 
  
Abb. 1.1   Ausprägungen akuter allergischer Kontaktdermatitis im Gesicht und an den Händen 
 
Die Kontaktallergie wird mittels des Epikutantestes diagnostiziert. Der Epikutantest stellt 
einen Provokationstest dar, bei dem in definierten Hautarealen durch Auftragung einer 
Standardreihe von häufigen Kontaktallergenen eine allergische Reaktion ausgelöst wird. Die 
Ablesung und Bewertung der Hautreaktion erfolgt insgesamt dreimal, nach 48 Stunden, nach 
72 Stunden und nach sieben Tagen. Die Stärke der Reaktion wird in drei Stadien von einfach 
positiv + bis dreifach positiv +++ unterteilt (Schnuch et al., 2001).  
Als therapeutische Maßnahmen können äußerlich kurzzeitig lokal Glukokortikosteroide, 
Salizylsäure, teerartige Wirkstoffe, wie Steinkohleteer (Pix lithantracis) und sulfoniertes 
Schieferöl (Bituminosulfonate) oder Harnstoff angewendet werden (Altmeyer et al., 2003), 
(Braun-Falco et al., 2005). Da die allergische Kontaktdermatitis jedoch nicht geheilt werden 
kann, sollte die Meidung der auslösenden Noxe als Präventivmaßnahme im Vordergrund 
stehen. 
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1.2.2 Kontaktallergene 
 
Der Ursprung und die Natur der auslösenden Substanzen einer allergischen Kontakt-
dermatitis können sehr unterschiedlich sein, sie weisen jedoch einige grundlegende Gemein-
samkeiten auf. Bei den Kontaktallergenen handelt es sich im Allgemeinen nicht um hoch-
molekulare Verbindungen mit Protein- oder Glykoproteidcharakter, sondern um niedermole-
kulare Substanzen, sogenannte Haptene. Unter einem Hapten versteht man eine kleinmole-
kulare proteinfreie Substanz dessen Molekulargewicht sich zwischen 100 – 5000 Dalton be-
wegt. Ein Hapten ist per se reaktiv. Die meisten Haptene besitzen lipophile Reste, die sie be-
fähigen die Hautbarriere zu überwinden und elektrophile Reste, welche die Bindung an 
nucleophile Reste von Proteinen begünstigen (Berard et al., 2003). Die Erkennung eines 
Haptens durch T-Zellen wird mit dem Hapten-Konzept erklärt, welches sich von klassischen 
Studien von Karl Landsteiner (Landsteiner und Jacobs, 1936) ableitet. Nach Landsteiner be-
nötigen kleinmolekulare Substanzen zur Ausprägung ihrer immunogenen Wirkung eine ko-
valente Bindung an Makromoleküle. Das Hapten-Carrier-Modell geht davon aus, dass das 
Hapten oder ein Hapten-Metabolit kovalent an einen Protein-Carrier bindet, dann in der Zelle 
prozessiert wird und anschliessend als hapten-modifiziertes immunogenes Peptid über 
MHC-Klasse II (major histocompatibility complex) an der Zelloberfläche der T-Zelle präsen-
tiert wird. Einige Metalle binden hingegen nicht kovalent, sondern stellen schwache Inter-
aktionen zu den Aminosäureresten von Proteinen her (Berard et al., 2003). Haptene leiten 
sich häufig von sogenannten Prohaptenen ab. Unter einem Prohapten versteht man eine 
kleinmolekulare Substanz, die per se nicht reaktiv ist und einer metabolischen Aktivierung 
bedarf, um elektrophil zu werden, die Bindung an ein Carrier-Molekül zu ermöglichen und 
somit immunogen zu werden (Basketter und Goodwin, 1988). Ein Kontaktallergen ist eine 
Chemikalie, aber das eigentliche Antigen, welches fähig ist eine T-Zelle zu aktivieren, ist 
demnach ein haptenisiertes Peptid.  
Die Kontaktallergene umfassen eine beträchtliche Anzahl verschiedener Substanzen, wie 
Metalle (Nickel, Kobalt, Chrom), Antibiotika (Neomycin, Sulfonamidantibiotika), Anästhetika 
(Benzocain), pflanzliche Stoffe (Urushiol), Konservierungsstoffe (Parabene), Duftstoffe 
(Eugenol, Isoeugenol) und Farbstoffe bzw. Farbstoffkoppler (para-Phenylendiamin) (UBA, 
2003). Insgesamt sind mehr als 4000 Haptene mit allergenen Eigenschaften bekannt 
(Ahlfors et al., 2003). 
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Tab. 1.2 Die wichtigsten Kontaktallergene: Sensibilisierungsraten der Jahre 1995 – 2001 der 
häufigsten Allergene im Kollektiv des IVDK. Die nicht adjustierten Prävalenzen 
(% pos/roh) wurden nach Alter und Geschlecht standardisiert (% pos/stand) (UBA, 2003) 
 
Substanz Testzahl n pos %pos (roh) % pos (stand) 
Allergene der Standardreihe        
Nickel(II)-sulfat 61060 9175 15 16,7 
Duftstoffmix 60860 6972 11,5 11 
Perubalsam 60886 5671 9,3 8,5 
Thiomersal 60608 4044 6,7 7,5 
Kobalt(II)-chlorid 61175 3072 5 5,4 
Wollwachsalkohole 60506 2584 4,3 4 
p-Phenylendiamin 60874 2582 4,2 4,2 
Kolophonium 60888 2464 4 3,9 
Kaliumdichromat 61285 2460 4 3,9 
DBDCB/PE 58565 2052 3,5 3,3 
Thiuram Mix 60686 1562 2,6 2,5 
Neomycinsulfat 60555 1532 2,5 2,3 
Terpentin 59973 1486 2,5 2,4 
Propolis 39808 984 2,5 2,3 
Quecksilber(II)-amid-Chlorid 60961 1435 2,4 2,4 
CMI/MI 60188 1404 2,3 2,2 
Formaldehyd 61038 1109 1,8 1,8 
Benzocain 60612 949 1,6 1,4 
Paraben-Mix 60545 841 1,4 1,3 
Epoxidharz 60926 733 1,2 1,2 
IVDK = Informationsverbund Dermatologischer Kliniken zur Erfassung und wissenschaftlichen Aus-
wertung der Kontaktallergien, pos = Fall mit mindestens einer einfach positiven Reaktion im Epikutan-
test nach 72 Stunden, roh = rohe Quote, stand = standardisierte Quote 
 
Nickelsulfat rangiert auf Platz 1 der häufigsten Kontaktallergene der Standardreihe. Die aller-
gische Kontaktallergie auf Nickel ist besonders häufig bei jungen Frauen durch das Tragen 
von Modeschmuck mit einem hohen Nickelanteil vertreten. Chromat wird als das häufigste 
Kontaktallergen bei Männern beschrieben, wobei die Sensibilisierung hier meistens berufs-
bedingt ist, vor allem bei Bauarbeitern auf Grund des hohen Chromgehalts im Zement 
(Krasteva et al., 1999b). Auch Arbeiter in der Textilindustrie sind, durch ihren ständigen 
Kontakt mit Arylaminen einem besonders hohen Risiko berufsbedingt an allergischer 
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Kontaktdermatitis zu erkranken, ausgesetzt (Soni und Sherertz, 1996). Zudem ist die 
Kontaktallergie die häufigste Berufskrankheit bei Friseuren (Frosch et al., 1993). Bei einer 
deutschen Studie an Friseuren (n = 597) auf Arylamine reagierten im Epikutantest 21,4 % 
auf para-Toluylendiamin (PTD), 19,9 % auf Dispersionsorange 3 (DO) und 18,1 % auf para-
Phenylendiamin (PPD) (Uter et al., 2000). 
 
 
1.2.3 Ausgewählte Kontaktallergene 
 
Ein Arylamin ist ein substituiertes Benzolderivat, das als Arylgruppe an ein Amin gekoppelt 
ist (Vollhardt, 1990). Arylamine sind Substanzen die eine breitgefächerte Anwendung finden. 
Sie werden häufig bei der Herstellung von Farbstoffen und bei der Einfärbung von Textil-
fasern, Leder (Soni und Sherertz, 1996) und Papier (Artik et al., 2001) eingesetzt. Diese 
Substanzen finden außerdem Verwendung in Haarfärbemitteln (Uter et al., 2000), Täto-
wierungen (Matulich und Sullivan, 2005), Kosmetika, Sonnenmilch (Nawaf et al., 2003), 
Gummiprodukten, photographischen Additiven (Belsito, 2000) und Lebensmitteln (Aberer et 
al., 2003). Durch ihr ubiquitäres Vorkommen stellen die Arylamine ein signifikantes Problem 
dar. Klinisch manifestiert sich eine Hautexposition mit Arylaminen in der Regel als allergische 
Kontaktdermatitis (Soni und Sherertz, 1996). Ein sehr bekanntes Arylamin ist das para-
Phenylendiamin (PPD). PPD sensibilisierte Personen zeigen häufig auch allergische 
Reaktionen auf andere zumeist chemisch verwandte Substanzen (Hoting, 1995), (Uter et al., 
2002b). Das Phänomen der sogenannten Gruppenallergie auf „para-Stoffe“ wurde erstmals 
1928 von Mayer als „Überempfindlichkeit gegen Körper mit Chinonstruktur“ beschrieben 
(Mayer, 1928). Eine allergische Reaktion kann nicht nur durch den Stoff ausgelöst werden, 
durch den eine primäre Sensibilisierung erfolgt ist, sondern auch durch andere Substanzen, 
die eine hinreichend ähnliche Struktur aufweisen. Man spricht dann von Kreuzreaktionen. 
Unter para-Stoffen werden Substanzen zusammengefasst, die in der para-Stellung eine 
Aminogruppe besitzen. Sie werden auch als para-Aminoverbindungen bezeichnet. Dazu 
gehören verschiedene Farbstoffe wie para-Toluylendiamin (PTD), 4-Aminoazobenzol (AAB) 
und Dispersionsorange 3 (DO), das unter anderem bei der Farbstoffherstellung auftretende 
4-4-Diaminodiphenylmethan (DDM), aber auch Sulfonamid-Antibiotika, wie z. B 
Sulfamethoxazol (SMX), sowie Lokalanästhetika vom Estertyp, wie z. B. Benzocain und 
Procain. In der Klinik werden häufig Kreuzreaktionen zwischen den verschiedenen para-
Aminoverbindungen (Uter et al., 2002b), (Nawaf et al., 2003), (Arroyo, 2003), aber auch 
zwischen para-Aminoverbindungen und anderen Substanzen wie z. B. Azofarbstoffen be-
schrieben (Seidenari et al., 1997). Azofarbstoffe bilden zahlenmäßig die größte Gruppe der 
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Farbstoffe. Das charakteristische Strukturmerkmal der Azofarbstoffe ist die Azogruppe  
(–N=N–), die zwei aromatische Reste miteinander verbindet. In epikutanen Testunter-
suchungen an Azofarbstoff-sensibilisierten (DO, Dispersionsgelb 3, Dispersionsblau 124) 
Personen konnte eine Korrelation zwischen der Reaktion auf Arylamine und PPD gezeigt 
werden (Seidenari et al., 1997). Da das Ausmaß an allergischen Kreuzreaktionen zwischen 
den verschiedenen para-Aminosubstanzen stark variiert und sich sehr heterogene Reak-
tionsmuster zeigen (Hoting, 1995), (Uter et al., 2002b), stellt sich die Frage, ob PPD als 
Marker zur Detektion der para-Amino-Gruppenallergie ausreichend ist (Koopmans und 
Bruynzeel, 2003). Um dem individuellen Spektrum an Reaktionen gerecht zu werden und 
eventuelle Risiken von Kreuzreaktionen abschätzen zu können, werden sensitivere screen-
ing-Methoden benötigt, die mehrere para-Aminosubstanzen beinhalten ohne jedoch das 
Risiko einer Sensibilisierung bei den getesteten Personen zu erhöhen (Uter et al., 2002b). Es 
besteht die Notwendigkeit den zugrunde liegenden Mechanismus weiter aufzuklären und 
somit ein großer Forschungsbedarf, die aus der Klinik bekannten allergischen Kreuzreak-
tionen auf die unterschiedlichen Substanzen in vitro auf zellulärer Ebene zu untersuchen und 
die bestehenden in vitro Testsysteme zu optimieren. 
Para-Phenylendiamin (PPD) dient als Ausgangs- und Zwischensubstanz bei der Herstellung 
von Farbstoffen und ist somit in vielen vor allem dunkel gefärbten Gegenständen enthalten, 
wie z. B. in gefärbtem Leder, Textilien, Gummi- und Kunststoffprodukten, Haarfarben und 
Druckerschwärze (Hausen et al., 2001). Es rangiert auf Platz 7 der 20 häufigsten Kontakt-
allergene (UBA, 2003). PPD wird als „Indikatorsubstanz“ für para-Stoffe in der Standardreihe 
angewendet, wobei es in Deutschland seit 2005 wegen einer Sensibilisierungsgefahr aus der 
Standardreihe als Testsubstanz herausgenommen wurde. Es ist vor allem bekannt durch die 
berufsbedingte allergische Kontaktdermatitis bei Friseuren. In der letzten Zeit gelangte PPD 
jedoch durch allergische Reaktionen auf angeblich harmlose temporäre Henna-Täto-
wierungen erneut in den Blickpunkt der Öffentlichkeit. Besonders populär sind solche Täto-
wierungen bei jungen Personen unter 20 Jahren (Hausen et al., 2001). Der Tuschlösung, die 
zur Tätowierung verwendet wird, wird neuerdings häufig PPD zur Beschleunigung des 
Färbeprozesses und der Farbintensivierung beigemischt. Dieses kann zu einer aktiven 
Sensibilisierung führen und eine akute allergische Kontaktdermatitis auslösen (Bowling und 
Groves, 2002), (Nawaf et al., 2003), (Matulich und Sullivan, 2005), (Jung et al., 2006). Die für 
diese Arbeit ausgewählten Substanzen wurden alle in engem Zusammenhang mit PPD be-
schrieben. In der Tabelle 1.3 sind die verwendeten Substanzen zusammengefasst und in der 
Abbildung 1.2 sind die Strukturformeln der im Rahmen dieser Arbeit häufig verwendeten 
Kontaktallergene dargestellt.  
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Tab. 1.3 Verwendete Antigene 
 
Trivialname Abkürzung IUPAC-Name Klassifizierung 
para-Phenylendiamin PPD 1,4-Phenylendiamin Arylamin 
para-Aminoverbindung 
para-Toluylendiamin PTD 2-Methyl-1,4-phenylendiamin Arylamin 
para-Aminoverbindung 
Bandrowski´s Base BB N,N´-Bis(4-Aminophenyl)-2,5-
diamino-1,4-chinondiimin 
Arylamin 
para-Aminoverbindung 
4-Aminoazobenzol AAB 4-Phenylazoanilin Arylamin 
para-Aminoverbindung 
Azofarbstoff 
Dispersionsorange 3 DO Benzenamin,4-[(4-
nitrophenyl)azo] 
Arylamin 
para-Aminoverbindung 
Azofarbstoff 
Dispersionsgelb 3 DY Acetamid,N-[4-[(2-hydroxy-5-
methylphenyl)azo]phenyl] 
Azofarbstoff 
Bismarckbraun Y BBY 4,4-(4-Methyl-m-
phenylenbiazo)-bis-(6-
methyl-m-phenylendiamin)-
dihydrochlorid 
Arylamin 
para-Aminoverbindung 
Azofarbstoff 
4-4-Diaminodiphenylmethan DDM 4,4-Methylendianilin Arylamin 
para-Aminoverbindung 
Dispersionsblau 106 DB 106 Ethanol,2-[ethyl[3-metyl-4-
[(5-nitro-2-
thiazolyl)azo]phenyl]-amino 
Arylamin 
Azofarbstoff 
Dispersionsblau 124 DB 124 Ethanol,2-[ethyl[3-methyl-4-
[(5-nitro-2-thiazolyl)azo]-
phenyl]-amino]-acetat 
Arylamin 
Azofarbstoff 
2-Mercaptobenzothiazol MBT Benzothiazol-2-thiol Kontaktallergen, aber 
kein Arylamin 
Sulfamethoxazol SMX 4-Amino-N-[5-methyl-3-
isoazolyl]benzensulfonamid 
Arylamin 
para-Aminoverbindung 
Sulfonamidantibiotika 
 
IUPAC = International union of pure and applied chemistry 
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para-Phenylendiamin (PPD)      para-Toluylendiamin (PTD) 
 
4-Aminoazobenzol (AAB)    Dispersionsorange 3 (DO)               Dispersionsgelb 3 (DY) 
 
      
4,4-Diamino-diphenylmethan (DDM)    2-Mercaptobenzothiazol (MBT) 
 
   
Bismarckbraun Y (BBY)     Bandrowski´s Base (BB) 
 
Abb. 1.2 Strukturformeln häufig verwendeter Kontaktallergene 
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Es konnte gezeigt werden, dass PPD in der Haut unter anderem zu Bandrowski´s Base (BB), 
einem nicht besonders stabilen Autoxidationsprodukt, umgewandelt wird (Blohm und Rajka, 
1970), (Rajka und Blohm, 1970). BB wirkt immunogen und kann ebenfalls allergische 
Kontaktdermatitis auslösen (Krasteva et al., 1993). AAB dient als Ausgangsprodukt bei der 
Herstellung insbesondere von Textilfarbstoffen. Die Substanz findet aber ebenfalls An-
wendung als Lebensmittelfarbstoff auf Azobasis. AAB wurde als „Indikatorsubstanz“ für die 
Kontaktallergie auf Azofarbstoffe vorgeschlagen, aber wegen des hohen Risikos einer Kreuz-
sensibilisierung zu PPD nicht in die Standardreihe aufgenommen (Aberer et al., 2003). PTD 
ist als häufiger Bestandteil von oxidativen Haarfarben ein bekannter Sensibilisierer bei 
Friseuren, wird aber auch bei der Färbung von Pelzen eingesetzt (Uter et al., 2000). DO, DY, 
BBY, DB106 und DB124 wurden als weitere häufige Vertreter der Azofarbstoffe ausgewählt. 
DB 106 und DB 124 sind weit verbreitete Substanzen in Textilien (Aberer et al., 2003) und 
als Kontaktallergene des Jahres 2000 bekannt (Storrs, 2000). In den letzten Jahren wurde 
eine erhöhte Häufigkeit von Kontaktallergien auf den DB106/124-Mix verzeichnet, mit einem 
signifikant erhöhten Risiko für Frauen und Personen über 40 Jahren (Uter et al., 2001). 
Diese Substanz soll mittlerweile zwar in Deutschland nicht mehr zur Textilfärbung eingesetzt 
werden, eine mögliche Exposition über Importware ist aber weiterhin gegeben (Platzek, 
2001). DDM tritt hauptsächlich als Zwischenprodukt bei der Herstellung von Farb-, Gummi- 
und Kunststoffen und Isocyanaten auf (Gailhofer und Ludvan, 1989). Die Konkordanz gegen-
über anderen para-Substanzen ist bei DDM recht gering, (Uter et al., 2002a). MBT ist als 
einzige der verwendeten Substanzen kein Arylamin, aber ist als Kontaktsensibilisierer be-
kannt. Sulfamethoxazol (SMX) wurde als para-Aminoverbindung exemplarisch als Vertreter 
der Sulfonamidantibiotika in das Spektrum der Testsubstanzen aufgenommen.  
 
 
1.2.4 Metabolismus von Kontaktallergenen 
 
Der Hauptort der Metabolisierung vieler körperfremder Stoffe (Xenobiotika) ist die Leber, es 
ist jedoch wahrscheinlich, dass reaktive Metabolite auch extrahepatisch im Zielorgan ent-
stehen können (Mutschler et al., 2001). Bei der Allergischen Kontaktdermatitis ist die Haut 
der entscheidende Ort der Reaktion, die metabolische Kapazität der Haut spielt demnach 
eine wichtige Rolle. Voraussetzung für die T-Zell-Reaktion ist die erfolgreiche Präsentation 
des Antigens. Nach Landsteiner bedürfen Prohaptene einer metabolischen Aktivierung, um 
immunogen zu werden. Das immunogene Potential von Prohaptenen scheint abhängig vom 
Gleichgewicht zwischen Aktivierungs- und Detoxifizierungsreaktion während der Präimmun-
phase zu sein. 
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Die Metabolisierung von Xenobiotika dient dazu, die meist lipophilen Substanzen in hydro-
philere und somit besser eliminierbare Substanzen umzuwandeln (Forth et al., 2001), 
(Mutschler et al., 2001). Der Metabolismus verläuft in zwei Phasen, in der Phase I entstehen 
durch Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse polare Metabolite, die in der Phase II durch Kon-
jugation mit körpereigenen Substanzen wie z. B. Aminosäuren in Metabolite mit erhöhter 
Wasserlöslichkeit umgewandelt werden können und so die Detoxifikation erleichtern (Testa, 
1995). Der Metabolismus vieler Xenobiotika wird durch das Cytochrom P450-Enzymsystem 
katalysiert. Die Cytochrom–P450-Enzyme (CYPs, P450s) stellen eine Superfamilie dar, die 
inzwischen mehr als 500 Mitglieder zählt und die in verschiedene Unterfamilien unterteilt 
wird. Die P450-Enzyme katalysieren hauptsächlich Monooxygenasereaktionen, die Über-
tragung eines Sauerstoff-Atoms aus molekularem Sauerstoff auf das zu metabolisierende 
Substrat unter Bildung von Wasser. Die oxygenierten Produkte können durch Phase II En-
zyme detoxifiziert werden oder aber auch an Proteine oder DNA binden. Hinweise für die 
Relevanz von CYPs bei der Allergischen Kontaktdermatitis konnten z. B. bei Reaktionen von 
polyaromatischen Kohlenwasserstoffen (PAKs) gezeigt werden. Diese Substanzen werden 
bekanntermaßen von CYP1A1 metabolisiert. CYP1A1 gehört zur CYP1-Familie und ist das 
häufigste extrahepatische CYP. PAKs führten nur in Mäusen zu einer Sensibilisierung, die 
die entsprechende Enzymausstattung zur Metabolisierung besaßen (Anderson et al., 1995). 
Leeder et al. konnte Antikörper gegen P450s in Personen mit allergischer Reaktion auf Sul-
fonamide nachweisen (Leeder et al., 1992). CYPs scheinen demnach sowohl eine Rolle bei 
der Sensibilisierung als auch bei der Auslösung der allergischen Kontaktdermatitis zu 
spielen. Bei in vitro Untersuchungen an peripheren Lymphozyten von Medikamentenaller-
gikern, konnte gezeigt werden, dass der Zusatz von P450-Enzymen zu einer Stimulations-
steigerung der Zellen führte (Hahn et al., 1993). Metabolisch aktive Enzyme wie CYPs 
konnten in Monozyten, Makrophagen und Keratinozyten nachgewiesen werden (Saeki et al., 
2002), (Vecchini et al., 1995), (Baron and Merk, 2001). Weiterhin kommt Enzymen der 
Phase II wie insbesondere den N-Acetyltransferasen (NATs) eine Bedeutung beim Meta-
bolismus von Arylaminen und Sulfonamiden zu (Collier et al., 1993), (Rieder et al., 1989). 
NATs katalysieren den Transfer der Acetylgruppe aus Acetyl-Co-Enzym A auf den Stickstoff 
von primären Aminen (N-Acetyltransfer) oder auf den Sauerstoff von Hydroxylaminen (O-
Acetyltransfer). Zudem transferieren sie Acetylgruppen auf den Sauerstoff von Hydroxyl-
aminen oder auf den Stickstoff von Arylaminen. Acetylierung führt in der Regel zu stabilen, 
unschädlichen Detoxifizierungsprodukten, was eine wichtige Schutzfunktion für den Organis-
mus darstellt. Es ist bekannt, dass die Gene für die beim Menschen exprimierten Arylamin-
N-Acetyltransferasen (NAT1 und NAT2) funktionelle Polymorphismen aufweisen. NAT1 wird 
größtenteils extrahepatisch, NAT2 überwiegend in der Leber exprimiert. In der 
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mitteleuropäischen Bevölkerung findet man 50 – 60 % „langsame“ Acetylierer und 40 - 50 % 
„schnelle“ NAT2-Acetylierer (Grant et al., 1997). Bei Untersuchungen zur Metabolisierung 
von Arylaminen in humanen Keratinozyten konnte gezeigt werden, dass die Acetylierng von 
PPD in der Haut durch NAT1 katalysiert wird (Kawakubo et al., 2000), (Nohynek et al., 
2004). Der metabolische Status einer Person kann demnach eine Schlüsseldeterminante für 
die individuelle Suszeptibilität zur Entwicklung einer Allergischen Kontaktdermatitis sein. 
 
 
1.3 Pathophysiologie der Kontaktsensibilisierung 
 
Die allergische Kontaktdermatitis ist eine allergische Spätreaktion vom Typ IV, die durch 
hapten-spezifische T-Zellen vermittelt wird. Die allergische Kontaktallergie verläuft grund-
sätzlich in zwei Phasen. Die Sensibilisierungsphase oder affarente Phase erfolgt beim ersten 
Kontakt der Haut mit dem Hapten und führt zur Generierung hapten-spezifischer T-Zellen in 
den Lymphknoten und deren Rezirkulation zwischen den periphären lymphatischen Organen 
und der Haut. Bei erneutem Kontakt mit dem Allergen wird die Effektorphase oder efferente 
Phase ausgelöst, die zur schnellen Rekrutierung und Aktivierung der hapten-spezifischen T-
Zellen führt, die dann den inflammatorischen Prozess induzieren, der für die klinische Aus-
prägung der allergischen Kontaktdermatitis verantwortlich ist. Es ist bekannt, dass sich eine 
allergische Kontaktdermatitis auch nach einem einzigen Hautkontakt mit einem starken Hap-
ten in nicht sensibilisierten Individuen entwickeln kann, vorausgesetzt die Persistenz der 
Substanz in der Haut ist lang genug, so dass beide Phasen ablaufen können. Dieses Phä-
nomen wird als primäre allergische Kontaktsensibilisierung bezeichnet (Vigan et al., 1997). In 
einer Studie an Mäusen konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei tatsächlich um eine 
klassische 2-Stufenreaktion mit affarenter und efferenter Phase handelt (Saint-Mezard et al., 
2003). Haptene können demnach entsprechend ihres Sensibilisierungspotentials klassifiziert 
werden. Starke Haptene wie z. B. DNFB (Dinitrofluorobenzol) führen normalerweise in jedem 
Individuum zu einer Kontaktdermatitis, wobei sich schon der erste Kontakt immunogen 
auswirken kann. Die meisten Kontaktallergene sind jedoch schwache Haptene wie z. B. 
para-Phenylendiamin (PPD) oder Eugenol und induzieren nur in einem geringen Prozentsatz 
der Individuen eine Kontaktdermatitis. Bei diesen Haptenen kann es Jahre der permanenten 
Exposition dauern bis sich eine allergische Kontaktdermatitis entwickelt (Krasteva et al., 
1999a), (Saint-Mezard et al., 2004b). 
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1.3.1 Die Sensibilisierungsphase 
 
Die Haut ist trotz ihrer essentiellen Funktion als Barriere gegenüber der Umwelt für viele 
Substanzen permeabel. Die Permeabilität der Haut wird von verschiedenen Faktoren beein-
flußt, wie dem physiologischen Status der Haut selber, den physikalisch/chemischen Eigen-
schaften der penetrierenden Substanz, sowie dem Medium, in welchem die Substanz mit der 
Haut in Kontakt gebracht wird. Die wichtigsten Eigenschaften der eindringenden Substanz 
sind ihr Molekulargewicht und ihre Polarität. Haptene sind kleinmolekulare Substanzen, die 
meistens lipophile Reste besitzen, die das Durchdringen des Stratum Corneum begünstigen 
(Berard et al., 2003). Haben die Haptene einmal die Epidermis erreicht, treffen sie auf ein 
dichtes Netzwerk aus epidermalen dendritischen Zellen, den sogenannten Langerhans 
Zellen und dermalen dendritischen Zellen, die beide auf die Antigenpräsentation spezialisiert 
sind. Haptene oder haptenisierte Proteine werden von den dendritischen Zellen aufge-
nommen, prozessiert und können dann über MHC (Major Histocompatibility complex) prä-
sentiert werden. Die aktivierten dendritischen Zellen wandern von der Haut in die regionalen 
Lymphknoten. Während der Migration reifen sie und exprimieren MHC-Moleküle und ko-
stimulatorische Moleküle, die sie befähigen sehr effizient naive T-Zellen zu aktivieren 
(Shelley and Juhlin, 1976), (Streilein and Grammer, 1989).  
 
Dendritische Zellen nehmen eine zentrale Rolle in der Sensibilisierungsphase ein 
Kutane dendritische Zellen migrieren fortlaufend mit einer geringen Rate aus der Haut, die 
dramatisch nach Exposition mit einem Hapten zunimmt (Kamath et al., 2002). Dieses Phäno-
men ist die Konsequenz zahlreicher Faktoren, eingeschlossen der Sekretion inflamma-
torischer Zytokine und Chemokine, die zum Teil durch die proinflammatorischen Eigen-
schaften des Haptens selber induziert werden. 15 Minuten nach der Exposition mit dem Hap-
ten beginnen die Langerhans Zellen mit der Synthetisierung und Freisetzung von IL-1β. Akti-
vierte Keratinozyten sezernieren TNFα (Tumornekrosefaktor α) und GM-CSF (granulozyte / 
macrophage colony stimulating factor) (Enk und Katz, 1992a), (Enk et al., 1993), (Tuschl et 
al., 2000). In der Haut sind Langerhans Zellen und Keratinozyten über E-Cadherin Verbind-
ungen fest miteinander verknüpft (Borkowski et al., 1994). Die Bindung von TNFα und IL-1β 
(Interleukin-1β) an ihre Rezeptoren, bewirkt eine abnehmende Expression von E-Cadherin 
auf der Langerhans-Zellmembran. Das erlaubt die Loslösung der Langerhans Zellen aus 
dem umgebenden Keratinozytenverband (Schwarzenberger and Udey, 1996), (Tang et al., 
1993). Desweiteren induzieren TNFα und IL-1β die Expression von adhäsiven Molekülen wie 
CD44 und ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1, CD54), die die Interaktionen 
zwischen den Langerhans Zellen und der extrazellulären Matrix erlauben und so die Migra-
Einleitung 
 
 
 15 
tion der kutanen dendritischen Zellen unterstützen (Saint-Mezard et al., 2004b). In der Der-
mis erlangen die dendritischen Zellen durch die Hochregulation des Chemokinrezeptors 
CCR7 (CC-chemokine-receptor-7) Sensitivität für die Chemokine MIP-3β (macrophage in-
flammatory protein-3β, CCL19) und SLC (secondary lymphoid tissue chemokine, CCL21) 
(Pilkington et al., 2004). SLC wird von Endothelzellen in den lymphatischen Gefässen und 
von den Stromazellen in der para-corticalen Region der Lymphknoten exprimiert (Dieu et al., 
1998), (Cyster, 1999). Die dendritischen Zellen wandern durch die affarenten lymphatischen 
Gefäße zu den T-Zellarealen der Lymphknoten. Der SLC/CCR7 Interaktion kommt während 
der Sensibilisierungsphase eine entscheidende Bedeutung für die Anzahl an kutanen den-
dritischen Zellen zu, die fähig sind von der Haut in den Lymphknoten zu migrieren und somit 
für das Ausmaß der Aktivierung naiver hapten-spezifischer T-Zellen in den Lymphknoten ver-
antwortlich sind (Martin-Fontecha et al., 2003). Während der Migration reifen die kutanen 
dendritischen Zellen. Die Reifung impliziert morphologische, phänotypische und funktionelle 
Modifikationen, die die unreife dendritische Zelle in eine professionelle antigenpräsen-
tierende Zelle umwandeln. Ungefähr 6 Stunden nach der Applikation mit dem Hapten beginnt 
die Hochregulation der MHC mRNA-Synthese, die nach ca. 18 Stunden ein Maximum er-
reicht. Die Halbwertszeit der Membran MHC-Moleküle nimmt ebenfalls zu (Saint-Mezard et 
al., 2004b). Während der Reifung verlieren die dendritischen Zellen ihr Fähigkeit Antigen zu 
internalisieren und zu prozessieren. Die intrazelluläre Maschinerie, die die Makropinozytose 
und Phagozytose kontrolliert, wird blockiert (Garrett et al., 2000). Gleichzeitig exprimieren die 
dendritischen Zellen kostimulatorische Moleküle wie CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), adhäsive 
Moleküle wie ICAM-1 (CD54), LFA-3 (lymphocyte function associated antigen-3, CD58) und 
Chemokinrezeptoren wie CCR4 und CCR7. Sie erlangen so während der Reifung die Fähig-
keit mit hoher Effizienz naive hapten-spezifische T-Zellen zu aktivieren. 
 
Aktivierung hapten-spezifischer naiver T-Zellen 
Die Entwicklung der Allergischen Kontaktdermatitis ist abhängig vom Priming von T-Effektor-
zellen während der Sensibilisierungsphase. Als „Priming“ wird die Aktivierung und klonale 
Vermehrung einer naiven T-Zelle nach dem ersten Kontakt mit dem Antigen auf der Ober-
fläche einer antigenpräsentierenden Zelle bezeichnet.  
Zirkulierende CD4+ und CD8+ naive T-Zellen dringen durch die HEV (post kapillare high 
endothelial venules), angezogen durch das Chemokin DC-CK-1, das von den ansässigen 
dendritischen Zellen sezerniert wird (Adema et al., 1997), in das parakortikale Areal des 
Lymphknotens ein. Die reifen dendritischen Zellen präsentieren dort den naiven CD4+ oder 
CD8+ T-Zellen über MHC II- oder MHC I-Moleküle die haptenisierten Peptide und lösen so 
das erste Signal aus. Gleichzeitig kommt es durch die Bindung von B7.1 (CD80) und B7.2 
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(CD86), welches auf der dendritischen Zelle exprimiert wird, an seinen Rezeptor CD28 auf 
der T-Zelle zur Kostimulation, dem zweiten Signal. Die seltenen spezifischen T-Zell-Vorläufer 
werden dadurch aktiviert und starten ein Programm der klonalen Expansion und Differenzier-
ung. Es entstehen sogenannte T-Effektorzellen. Die T-Zell-Rezeptor-Bindung induziert die 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-AT (nuclear factor of activation in T cells), welcher 
die IL-2 Gentranskription reguliert. Die Instabilität der IL-2 mRNA limitiert die Produktion des 
Zytokins, welches wiederum essentiell für die Aktivierung und Proliferation der T-Zelle ist. Ein 
wichtiger Effekt der CD28 Bindung ist die Stabilisierung der mRNA, die zu einem 20 – 30-
fachen Anstieg der IL-2 Produktion führt (Fraser et al., 1991). Dieser Aktivierungsprozess 
wird durch den physischen Kontakt zwischen T-Zelle und dendritischer Zelle initiiert, der eine 
Zellmembranumformung impliziert und so die Bindung des T-Zell-Rezeptors an dem MHC-
Peptid-Komplex und die Bindung der kostimulatorischen Moleküle an ihre Liganden erlaubt. 
Diese Membrannebeneinanderstellung, assoziiert mit der Übertragung von Information, zeigt 
Analogie zur neuronalen Synapse und wird deshalb als immunologische Synapse bezeichnet 
(Watson und Lee, 2004). Reife dendritische Zellen exprimieren ein hohes Level an ad-
häsiven Molekülen, wie die Integrine ICAM-1 und LFA-3 und das Lektin DC-SIGN, die essen-
tiell für die T-Zellaktivierung sind (Geijtenbeek et al., 2000). Sekunden nach der T-Zell/Den-
dritischen-Zell Interaktion führt eine kleine Anzahl von T-Zell-Rezeptor-Bindungen zu einem 
Zytoskelett-Rearrangement durch Aktin-Polymerisation und Aktivierung von ZAP-70 (zeta-
chain-associated protein kinase) und dem adaptiven Protein Vav-1 (Krawczyk et al., 2002). 
Diese Modifikationen generieren eine zentrale Zone, die reich an MHC-Peptid/T-Zell-
Rezeptor-Komplexen und von einem Integrinring umgeben ist, der als SMAC (supramole-
cular activation cluster) bezeichnet wird (Monks et al., 1998). Kostimulatorische Moleküle der 
TNFα-Rezeptor-Familie wie CD40 oder RANK sind ebenfalls an der T-Zellaktivierung be-
teiligt. Ihre Interaktion führt zur Hochregulation von OX40L auf der dendritischen Zellmem-
bran. Die Bindung von OX40L an seinen Rezeptor OX40, der auf aktivierten T-Zellen ex-
primiert wird, induziert eine Überexprimierung von CD80 und CD86 und führt folglich zu einer 
effizienteren T-Zellaktivierung, die wiederum relevant für die Ausbildung einer allergischen 
Kontaktdermatitis ist (Chen et al., 1999).  
Die T-Effektorzellen wandern aus dem Lymphknoten durch die efferenten lymphatischen Ge-
fässe in das Blut aus, wo sie zwischen den lymphoiden Organen und der Haut rezirkulieren. 
Ein Teil der spezifischen aktivierten T-Zellen reguliert die Expression von CCR7 runter und 
verliert so die Fähigkeit in den Lymphknoten zu rezirkulieren. Diese CCR7- T-Zellen werden 
als periphere Gedächtniszellen bezeichnet. Sie besitzen die Fähigkeit, in periphere Gewebe 
insbesondere in die Haut einzudringen. Dort können sie nach einem weiteren Antigenkontakt 
Mediatoren freisetzen, die die Effizienz der T-Zellantwort erheblich steigern. Eine weitere 
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Untergruppe exprimiert auch weiterhin CCR7 und behält somit die Fähigkeit vom Blut in die 
Lymphknoten zu zirkulieren, sie können jedoch nicht in die peripheren Gewebe rekrutiert 
werden. Diese Zellen werden als zentrale Gedächtniszellen bezeichnet (Sallusto et al., 
1999b). Sie spielen eine Rolle bei der Aufrechterhaltung einer relativ hohen Frequenz an 
hapten-spezifischen T-Zellen. Die hautselektive Zielsuche von aktivierten spezifischen T-
Zellen beruht auf der Mikroumgebung des Gewebes und besonders auf den dendritischen 
Zellen der Haut (Dudda et al., 2004). Die Migration der T-Zellen aus dem Blut erfolgt an post-
kapillaren HEVs durch die Interaktion von CLA (cutaneous lymphocyte associated antigen) 
und CCR4 mit ihren entsprechenden Liganden E- und P-Selektine und CCL17 (CC-
Chemokin-Ligand 17), die hauptsächlich auf Endothelzellen exprimiert werden (Campbell et 
al., 1999), (Bevilacqua, 1993). Die Passage der T-Zellen in die Dermis benötigt die sequen-
tielle Interaktion von VLA-4 (very late activation protein-4) und LFA-1 Rezeptoren auf den T-
Zellen mit VCAM-1 und ICAM-1 auf den Endothelzellen (Berg et al., 1991), (Santamaria Babi 
et al., 1995). Am Ende der Sensibilisierungsphase kann man hapten-spezifische T-Zellen in 
den Lymphknoten, im Blut und in der Haut finden. Die Sensibilisierungsphase dauert beim 
Menschen zwischen 10 und 14 Tagen und hat keine klinischen Konsequenzen. 
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Abb. 1.3 Pathophysiologie der allergischen Kontaktdermatitis: 
Sensibilisierungsphase: 1. Haptene durchdringen das Stratum corneum und werden von 
Langerhanszellen und dermalen dendritischen Zellen aufgenommen. 2. Diese werden dadurch akti-
viert und wandern durch die afferenten lymphatischen Gefässe zu den regionalen Lymphknoten, 
während der Migration reifen sie, exprimieren MHC und kostimulatorische sowie adhäsive Moleküle 
und werden zu professionellen antigenpräsentierenden Zellen. 3. In den para-cortikalen Arealen des 
Lymphknotens präsentieren die dendritischen Zellen spezifischen T-Zellvorläufern die haptenisierte 
Peptide über MHC I und MHC II, diese starten daraufhin eine klonale Expansion und Differenzierung. 
4. spezifische CD4+ und CD8+-T-Effektorzellen gelangen über die efferenten lymphatischen Gefässe 
ins Blut, wo sie zwischen den lymphoiden Organen und der Haut rezirkulieren. Durch die Expression 
von hautspezifischen Antigenen wie CLA und CCR4 sind sie fähig in die Haut zu diffundieren. Ein Teil 
der T-Zellen wird zu Gedächtniszellen. Auslösephase: 5. Bei erneutem Kontakt mit dem Hapten 
diffundiert es durch die Haut und wird von Langerhans Zellen oder anderen Zellen in der Haut, die 
MHC exprimieren, aufgenommen und wandernden spezifischen T-Zellen präsentiert. 6. Diese werden 
dadurch aktiviert, proliferieren und initiieren den inflammatorischen Prozess. Es kommt zur Apoptose 
von Keratinozyten und zu einer massiven Produktion von Zytokinen und Chemokinen, die wiederum 
zur Infiltration weiterer Leukozyten aus dem Blut in die Haut führt und die Entzündungsreaktion noch 
verstärkt. Die allergische Kontaktdermatitis ist selbst-limitierend und wird nach mehreren Tagen durch 
aktive immunologische Mechanismen runterreguliert, so dass die Integrität der Haut erhalten bleibt. 
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1.3.2 Die Auslösephase 
 
Die erneute Applikation mit dem gleichen Antigen bei sensibilisierten Individuen führt inner-
halb weniger Stunden zu der Entstehung einer Kontaktdermatitis. Das Hapten diffundiert 
durch die Epidermis und wird von Langerhans Zellen oder anderen antigenpräsentierenden 
Zellen, die MHC auf ihrer Oberfläche exprimieren, aufgenommen. Diese sind daraufhin fähig 
hapten-spezifischen T-Zellen das Hapten zu präsentieren, sie dadurch zu aktivieren und so 
den inflammatorischen Prozess auszulösen. Die T-Zellaktivierung ist verantwortlich für die 
Zytokinproduktion, die wiederum die Aktivierung anderer Zelltypen, eingeschlossen Endo-
thelzellen und Keratinozyten, induziert. Diese Zellen produzieren inflammatorische Zytokine, 
die die Rekrutierung und Infiltration von Zellen aus dem Blut in die Dermis und Epidermis er-
lauben und so die morphologischen Veränderungen, die typisch für eine allergische 
Kontaktdermatitis sind, induzieren. Die Auslösephase dauert beim Menschen 24 bis 72 
Stunden. Die Entzündungsreaktion dauert mehrere Tage an und wird stufenweise durch 
physiologische Mechanismen runterreguliert (Krasteva et al., 1999a). 
Der Hautkontakt mit dem Hapten induziert (wie während der Sensibilisierungsphase) die 
Freisetzung von TNFα und IL-1β, gefolgt von der Produktion von weiteren Zytokinen und 
Chemokinen (Enk and Katz, 1992a). Das Hapten wird von in der Haut ansässigen antigen-
präsentierenden Zellen präsentiert. Die durch die Sensibilisierungsphase in der Haut bereits 
vorhandenen T-Zellen erkennen die Haptene als strukturelle Einheiten, die kovalent ge-
bunden oder durch Komplexbildung an Peptide gekoppelt und in der Bindungsgrube von 
MHC I- und MHC II- Molekülen auf der antigenpräsentierenden Zelle verankert sind 
(Weltzien et al., 1996). Die Antigenpräsentation erfolgt nicht ausschließlich durch 
Langerhanszellen. Wurden die Langerhans Zellen z. B. durch Steroidapplikation entfernt, 
kam es zu einer verstärkten Kontaktsensibilisierungsreaktion (Grabbe et al., 1995). Diese 
Beobachtungen deuten daraufhin, dass auch andere Zelltypen an der Aktivierung der T-
Zellen in der Auslösephase beteiligt sind. Welche Zelltypen eingeschlossen dermale 
dendritische Zellen, Keratinozyten oder auch Monozyten für die T-Zell-Aktivierung in der 
Effektorphase verantwortlich sind, ist noch nicht vollständig geklärt (Krasteva et al., 1999a). 
Beispielsweise kann eine Chemikalie wie PPD direkt die Expression des Adhäsions-moleküls 
ICAM-1 und oxidativen Stress in humanen Kerationzyten induzieren (Picardo et al., 1992), 
(Picardo et al., 1996). Eine weitere Möglichkeit besteht in einer T-Zell-zu-T-Zell-Haptenprä-
sentation, bei der eine T-Zelle simultan als aktivierte T-Zelle und als antigenpräsentierende 
Zelle für weitere hapten-spezifische T-Zellen, die rekrutiert werden, agieren kann. Diese Art 
der Präsentation würde eine rapide Amplifikation unterstützen. Weiterhin können aktivierte 
humane T-Lymphozyten MHC II und funktionelle B7-Moleküle auf ihrer Zelloberfläche ex-
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primieren und könnten somit direkt als antigenpräsentierende Zellen für andere Memory- 
oder Effektor- CD4+ T-Zellen in Frage kommen (Barnaba et al., 1994), (Arnold et al., 1997), 
(Jeannin et al., 1999). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass ein Drittel der T-Zell-Klone, 
die aus dem Blut von Nickelallergikern isoliert wurden, für eine produktive Aktivierung keine 
Präsenz von professionellen antigenpräsentierenden Zellen benötigten, wobei diese Art der 
Aktivierung als weniger effizient beschrieben wurde (Nasorri et al., 2002). 
Die Bindung des T-Zell-Rezeptors an das haptenisierte Peptid induziert die Freisetzung von 
Typ1 Zytokinen, insbesondere von Interferon γ (IFNγ). Diese wiederum sind verantwortlich 
für die Zunahme der Produktion von verschiedenen Mediatoren wie IL-6, TNFα, IP-10 (IFNγ 
inducible protein-10), MIG (monokine induced by gamma interferon), GM-CSF und MIP-2 
(CXCL8) (Goebeler et al., 2001). Diese komplexe Zytokin- und Chemokinproduktion verstärkt 
nicht nur die Entzündungsreaktion, sondern induziert die Rekrutierung von hapten-spezi-
fischen T-Zellen aus dem Blut in die Dermis und Epidermis sowie eine massive Infiltration 
weiterer Leukozyten. Es kommt zu einer frühen Rekrutierung von Typ1 CD8+ Zellen, gefolgt 
von einem späteren Eintreffen der CD4+ T-Zellpopulation, welche die regulatorischen Zellen 
enthält (siehe 1.3.3), die für die Auflösung der Entzündungsreaktion verantwortlich sind 
(Akiba et al., 2002). Das CD8+ und CD4+ T-Zellen zu verschiedenen Zeiten verstärkt re-
krutiert werden, kann durch die unterschiedliche Expression von Chemokinrezeptoren der T-
Zelluntergruppen, ebenso wie durch die sequentielle Produktion von Chemokinen während 
der Entwicklung der Hautentzündung erklärt werden (Bonecchi et al., 1998), (Albanesi et al., 
2001). Es ist jedoch noch unklar, welche Chemokine genau zum initialen Influx von T-Zellen 
führen. Die Rekrutierung von aktivierten CD8+ Zellen scheint durch IP10/CXCR3 kontrolliert 
zu werden (Dufour et al., 2002). Es ist möglich, dass die Rekrutierung von CD4+ T-Zellen 
unter der Kontrolle der Chemokine CCL22 und CCL17 und ihrem Rezeptor CCR4 steht, der 
auf aktivierten CD4+ T-Zellen hoch exprimiert wird (Reiss et al., 2001; Sebastiani et al., 
2002). Diese zwei Chemokine werden ungefähr 12 Stunden nach Exposition mit dem Hapten 
hochreguliert, begleitet von der Infiltration von mononukleären Zellen. CTACK (cutaneous T 
cell attracting-chemokine, CCL27), ein gewebespezifisches Chemokin (Morales et al., 1999), 
und sein Rezeptor CCR10 scheinen ebenfalls wichtig für den Einstrom von aktivierten T-
Zellen in die Haut zu sein (Hudak et al., 2002). Er wird hauptsächlich von Keratinozyten 
exprimiert und seine Synthese wird durch TNFα und IL-1β hochreguliert (Homey et al., 
2002). Gleichzeitig sind adhäsive Moleküle wie CLA, VLA-4 und LFA-1 bei der Infiltration 
aktivierter T-Zellen in die Haut involviert. Unter dem Einfluss von TNFα regulieren Endothel-
zellen die entsprechenden Liganden E-, P-Selektine, VCAM-1 und ICAM-1 hoch, die so eine 
direkte Interaktion der T-Zellen und Extravasation in die Dermis erlauben. 
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Zu den rekrutierten Zellen gehören außer den T-Zellen auch Neutrophile, inflammatorische 
Monozyten, die fähig sind sich in Makrophagen und dendritische Zellen zu differenzieren, 
und Mastzellen. Die Aktivierung von Makrophagen hat durch die Produktion und Freisetzung 
von TNFα, Nitroxiden und Peroxiden eine entzündliche Reaktion zur Folge (Paulnock, 1992). 
Es wird vermutet, dass auch Mastzellen durch die Sezernierung von TNFα und MIP-2 als 
Schlüsselregulatoren bei der Amplifikation der Entzündungsreaktion fungieren (Biedermann 
et al., 2000). Die Keratinozyten sind das Hauptziel der zytotoxischen T-Zellen. Eine Apop-
tose der Keratinozyten beginnt parallel zur Ankunft der CD8+ T-Zellen in der Epidermis und 
steigt proportional mit der Anzahl an infiltrierten CD8+ T-Zellen (Akiba et al., 2002). Die 
Apoptose der Keratinozyten wird anscheinend hauptsächlich durch den Fas-FasL-
Mechanismus vermittelt (Trautmann et al., 2000). Fas (FS7-associated cell surface antigen) 
ist ein Protein der TNF-Rezeptorfamilie und wird von zahlreichen Zellen exprimiert. Die 
Bindung des FasL (Fas-Ligand) an Fas löst bei der Fas-tragenden Zelle die Apoptose aus. 
Insbesondere das gebildete IFNγ reguliert MHC und Fas bei den Keratinozyten hoch 
(Matsue et al., 1995). In der Haut sensibilisierter Personen wird ca. 12 Stunden nach 
Haptenapplikation nicht nur die mRNA für Fas sondern auch für Perforin stark exprimiert 
(Traidl et al., 2000). Perforin ist ein Protein das durch Polymerisierung Membranporen bilden 
kann, die ein wichtiger Bestandteil der zellvermittelten Zytotoxizität sind. Perforin wird in 
Granula gespeichert und bei Kontakt der zytotoxischen Zelle mit einer spezifischen Zielzelle 
ausgeschüttet. Diese Untersuchungen deuten an, dass der T-Zell-vermittelten Zytotoxizität 
eine wichtige Rolle in der allergischen Kontaktdermatitis zukommt. Die dadurch ent-
stehenden epidermalen Schäden erleichtern die weitere Penetration des Haptens durch die 
Haut und steigern so noch die Entzündungsreaktion (Trautmann et al., 2001). Diese erreicht 
nach 24 bis 48 Stunden ihren Höhepunkt und wird dann langsam durch aktive Mechanismen 
runterreguliert. Über diesen Weg können die Gewebeschäden begrenzt und die Integrität der 
Haut aufrechterhalten werden.  
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1.3.3 Regulation der Allergischen Kontaktdermatitis 
 
Die allergische Kontaktdermatitis ist eine subakute selbst-limitierende Hautentzündungs-
reaktion. Die Hautentzündung eines Patienten mit positivem Epikutantest dauert in der Regel 
drei bis sechs Tage an und läßt dann spontan nach (Saint-Mezard et al., 2004b). Zunächst 
wurde angenommen, dass diese spontane Reduktion der Entzündungsreaktion im Zu-
sammenhang mit der Entfernung des Haptens von der Haut in den Tagen nach der Ex-
position steht. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass bestimmte Haptene nach einem 
einzigen Hautkontakt bis zu zwei Wochen in der Epidermis persistent verbleiben können, 
(Saint-Mezard et al., 2003). Demnach scheint es sich bei der Runterregulation um einen 
aktiven immunologischen Prozess zu handeln, der auf der Interaktion unterschiedlicher Zell-
typen beruht. 
So wurden bereits mehrere verschiedene CD4+ T-Zelluntergruppen mit suppressiven 
Aktivitäten sowohl im Mausmodell, als auch bei menschlichen Erkrankungen beschrieben. 
Derartige Eigenschaften wurden für Th2-Zellen, Th3-Zellen, Tr1-Zellen und CD4+CD25+ 
Zellen nachgewiesen (Dubois et al., 2003). Derzeit wird die Regulation allgemein in eine 
zentrale und eine periphere Phase unterteilt. In der zentralen regulatorischen Phase wird die 
Expansion und Differenzierung von CD8+ Effektorzellen in den Lymphknoten kontrolliert, 
während in der peripheren Phase der Entzündungsprozess in der Haut limitiert wird 
(Gorbachev und Fairchild, 2001a), (Gorbachev und Fairchild, 2001b). Letztendlich ist der 
Mechanismus, mit welchem die CD4+ T-Zellen die Hautentzündungsreaktionen kontrollieren, 
noch nicht vollständig verstanden. Es scheinen aber immunsuppressive Zytokine wie IL-10 
und IL-4 involviert zu sein (Cavani et al., 2001). Der immunsuppressive Effekt erfolgt durch 
die Inhibition der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IFNγ, TNFα, IL-1 oder 
GM-CSF. IL-10 scheint hierbei allerdings die entscheidende Rolle zu spielen. Bei 
sensibilisierten Individuen verhindert eine Injektion mit IL-10 vor der Exposition mit dem 
Hapten eine Kontaktsensibilisierungsreaktion vollständig (Ferguson et al., 1994). Es ist be-
kannt, dass Tr1 Zellen die Funktionen von antigenpräsentierenden Zellen durch einen IL-10-
abhängigen Weg beeinträchtigen (Cavani et al., 2000). Interessanterweise konnten Tr1 
Zellen sowohl aus dem peripheren Blut von Nickel-Allergikern als auch von Nicht-Allergikern 
isoliert werden, wobei die Frequenz der Tr1-Zellen bei den Allergikern jedoch wesentlich 
geringer war. Die Runterregulation ist assoziiert mit der Rekrutierung von regulatorischen 
CCR8+ T-Zellen innerhalb von 24 Stunden nach der Exposition die eine grosse Menge an IL-
10 produzieren (Sebastiani et al., 2002). Die IL-10 Produktion ist aber nicht alleine auf T-
Zellen beschränkt, sondern auch andere Zellen können lokal IL-10 bereitstellen. Keratino-
zyten beispielsweise beginnen 48 bis 72 Stunden nach der Applikation mit dem Hapten IL-10 
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zu produzieren (Enk and Katz, 1992b). IL-4 ist essentiell, um die Differenzierung naiver T-
Zellen in Richtung des Th2 Phänotyps zu lenken (Asherson et al., 1996). CCR8 ist der 
Rezeptor von CCL1. Tr-Zellen exprimieren hohe Level an CCR8 verglichen mit Th2-Zellen. 
CCL1 wird von Keratinozyten und aktivierten T-Zellen exprimiert und zwar bereits bevor es 
zur Produktion von IL-4 und IL-10 kommt. Das deutet an, dass CCL1 relevant für die 
Termination der Allergischen Kontaktdermatitis durch die Rekrutierung von Tr-Zellen ist 
(Sebastiani et al., 2002). Es ist anzunehmen, dass die Abschwächung und Termination der 
Entzündungsreaktion auf dem Zusammenspiel verschiedener regulatorischer Mechanismen 
beruht. Endothelzellen regulieren beispielsweise in Anwesenheit einer großen Menge an 
IFNγ die Expression von E- und P- Selektinen runter, wodurch die Infiltration weiterer Leuko-
zyten in die Dermis limitiert wird (Melrose et al., 1998). In den letzten Jahren wurden viele T-
Zelluntergruppen mit regulatorischen Eigenschaften beschrieben, wobei den Tr1-Zellen und 
den CD4+CD25+ Zellen eine besonders wichtige Rolle zugeschrieben wird. Tr1-Zellen 
sezernieren hohe Mengen an IL-10 und IL-5 und inhibieren die Antwort von Effektor-CD8+- 
und -CD4+-Zellen durch Blockierung der antigenpräsentierenden Zellen durch einen IL-10 
abhängigen Weg. IL-10 inhibiert die Differenzierung und Reifung von dendritischen Zellen 
und die IL-12-Freisetzung und vermindert somit ihre Kapazität hapten-spezifische T-Zellen 
zu stimulieren. Tr1 Zellen konnten aus der Haut von Nickel-Allergikern und aus dem peri-
pheren Blut sowohl von Allergikern als auch von Nichtallergikern isoliert werden (Cavani et 
al., 2000). CD4+CD25+ Zellen scheinen in die Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz auf 
Selbstantigene durch die Inhibition von autoreaktiven T-Zellen involviert zu sein. Ungefähr 
30 % der CD4+CD25+ -Zellen, die aus dem peripheren Blut isoliert wurden, exprimieren CLA, 
so dass sie während einer Entzündungsreaktion aktiv in die Haut rekrutiert werden können. 
CD4+CD25+ Zellen aus dem peripheren Blut von Personen, die nicht allergisch auf Nickel 
reagieren, inhibieren die Nickel-spezifische CD4+CD25- Antwort stark. Diese Zellen scheinen 
somit wichtig für die Kontrolle von unerwünschten T-Zell-vermittelten Reaktionen in Nicht-
allergikern zu sein (Cavani et al., 2003b). Bei der allergischen Kontaktdermatitis auf 
Arylamine ist bis jetzt nicht untersucht worden, welche Rolle CD4+CD25+ Tregs spielen. Ob die 
unterschiedlichen suppressiven T-Zelluntergruppen verschiedene T-Zell-Abstammung 
repräsentieren oder das Resultat eines Differenzierungsschrittes von zuvor polarisierten T-
Zellen sind, ist zurzeit noch nicht geklärt. Die bisherigen Studien deuten jedoch daraufhin, 
dass das Immunsystem die Kapazität besitzt, T-Zellantworten auf Haptene zu regulieren und 
pathologische Reaktionen nur zur Ausprägung kommen, wenn die Balance zwischen 
Effektor- und regulatorischen Zellen unterbrochen wird.  
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1.3.4 T-Zellpopulationen in der Allergischen Kontaktdermatitis 
 
Polarisierung von T-Zellen 
Es sind drei funktionelle Gruppen von T-Effektorzellen bekannt. Peptide, die von intrazellu-
lären Pathogenen z. B. Viren stammen, werden durch TAP (Tip-associated protein) trans-
portiert, im ER (Endoplasmatisches Reticulum) an MHC-Klasse-I Moleküle gekoppelt und als 
Peptid-MHC-Klasse-I-Komplex an der Zelloberfläche CD8-T-Zellen präsentiert. Diese 
differenzieren dann zu zytotoxischen T-Zellen (Tc-Zellen). Antigene, die aus intrazellulären 
Vesikeln stammen, bzw. extrazelluläre Antigene die von den Zellen aufgenommen wurden, 
werden von MHC-Klasse-II-Molekülen an der Zelloberfläche CD4-T-Zellen präsentiert. Diese 
können zu zwei Arten von T-Effektorzellen differenzieren, den Th1- oder den Th2-Zellen. 
Th1-Lymphozyten sind gekennzeichnet durch die Synthese und Sekretion der Zytokine IL-2, 
IL-12, IFNγ und TNF-ß. Dadurch sind sie in der Lage verschiedene zytotoxische und in-
flammatorische zellvermittelte Immunreaktionen zu initiieren, z. B. die Kontaktdermatitis. Auf 
Grund der starken Makrophagen aktivierenden Eigenschaften des IFNγ gelten die Th1-
Zellen als die eigentlichen zellulären Träger der zellvermittelten Immunität. Th2-Lymphocyten 
exprimieren nach der Aktivierung CD30 (TNFα-Rezeptor) auf der Plasmamembran. Sie sind 
gekennzeichnet durch die Synthese und Sekretion der Zytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 
und IL-13 Die Bedeutung dieser Zellen liegt vor allem in der Förderung der humoralen 
Immunantwort wie z. B. der IgE vermittelten Allergien, beispielsweise bei der Ausbildung des 
allergischen Bronchialasthmas (Constant and Bottomly, 1997), (Biedermann et al., 2004). 
Auch bei den zytotoxischen T-Zellen unterscheidet man die Zellen anhand ihres Zytokin-
profils in Typ1 oder Typ2 und entsprechend in Tc1- oder Tc2-Zellen. Es wurden zwei 
Theorien aufgestellt, um diese Dichotomie der T-Zellantwort zu erklären. Die eine Hypothese 
postuliert die Existenz von verschiedenen dendritischen-Zell-Subpopulationen, DC1 versus 
DC2, die in die Polarisierung der Immunantwort involviert sind (Cella et al., 2000), 
(MacDonald et al., 2001). Die andere Hypothese geht davon aus, dass umgebende Faktoren 
den Reifungsprozess einer Dendritischen-Zellpopulation beeinflussen und so ein Priming der 
T-Lymphozyten entweder in Typ1 oder Typ2 begünstigen (Ardavin et al., 2001). Von 
dendritischen Zellen produziertes IL-12 ist ein dominanter Faktor, um die Entwicklung von 
naiven T-Zellen in Richtung des Typ1 Phänotyps zu lenken und IL-4 ist für die 
Differenzierung in den Typ2 erforderlich (Carter and Dutton, 1996), (Romagnani, 1997). T-
Zellen aus dem Infiltrat oder hapten-spezifische T-Zellen aus dem peripheren Blut von 
sensibilisierten Individuen weisen eine recht hohe Heterogenität vor allem in ihren CD4+ T-
Zellpopulationen auf und umfassen Th1-, Th0- und Th2-Zellen, sowie weitere Untergruppen 
mit regulatorischen Funktionen wie Tr1-Zellen oder CD4+CD25+ Lymphozyten. Die meisten 
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CD8+ T-Lymphozyten, die in die allergische Kontaktdermatitis involviert sind, weisen ein 
Typ1 Zytokinprofil auf (Cavani et al., 2003a).  
 
Die Rolle von CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Allergischen Kontaktdermatitis 
In den 80er Jahren zeigten erste Studien, dass die sogenannte Delayed-Type-Hyper-
sensitivity (DTH) auf Proteinantigene durch CD4+ T-Zellen vermittelt wird (Cher und 
Mosmann, 1987). Es wurde festgestellt, dass auch bei der allergischen Kontaktdermatitis 
eine hohe Anzahl an hapten-spezifischen CD4+ T-Zellen sowohl in Hautläsionen als auch im 
Blut sensibilisierter Personen zu finden ist (Silvennoinen-Kassinen et al., 1992). Um die 
Natur der T-Effektorzellpopulationen in der Kontaktsensibilisierung näher zu charakterisieren, 
wurden Tiermodelle, insbesondere das Mausmodell, zur Untersuchung herangezogen. Es 
konnte hier gezeigt werden, dass Mäuse, die defizitär für CD8+ Zellen sind, keine Kontakt-
sensibilisierung entwickeln können. Mäuse, die jedoch defizitär für CD4+ sind, entwickelten 
jedoch eine verstärkte Kontaktsensibilisierung. Dies deutete die regulatorische Funktion der 
CD4+ T-Zellen an. Das Fehlen von CD8+ T-Zellen beeinflusst hingegen nicht die klassische 
DTH auf Proteinantigene (Bour et al., 1995). Die T-Zellantwort auf Haptene scheint also bei 
der Kontaktsensibilisierung wesentlich komplexer zu sein als bei der DTH auf Protein-
antigene. Ein Grund für die Komplexität dieser Reaktion, kann damit zusammenhängen, 
dass die Haptene auf Grund ihrer strukturellen Eigenschaften sowohl über MHC-Klasse I als 
auch über MHC-Klasse II präsentiert werden können. Alternativ kann die direkte Bindung des 
Haptens, ohne Prozessierung, an ein Peptid in der MHCI- oder MHCII-Grube binden und so 
zu einer Erkennung von CD8+ bzw. CD4+ Zellen führen (Sinigaglia, 1994). Viele Studien 
wurden allerdings mit starken Haptenen durchgeführt, die normalerweise nicht in der 
menschlichen Umgebung vorkommen und speziesbedingte sowie hapten-spezifische Unter-
schiede dürfen nicht unbeachtet bleiben. So ist denkbar, dass die chemische Reaktivität des 
Haptens die Zusammensetzung der Subpopulationen beeinflußt (Saint-Mezard et al., 
2004a). Welche Rolle den CD8+ und den CD4+ T-Zellen bei der allergischen Kontakt-
dermatitis des Menschen zukommt, ist noch nicht vollständig geklärt. Studien an Personen 
mit allergischer Kontaktdermatitis auf Metalle wie beispielsweise Nickel weisen jedoch 
daraufhin, dass die Pathophysiologie der allergischen Kontaktdermatitis im Menschen der 
Kontaktsensibilisierung in Mäusen ähnlich ist. Auch hier sind CD8+ Effektor-T-Zellen und 
CD4+ regulatorische T-Zellen involviert (Cavani et al., 2001). Unterschiedlichen T-Zell-
Untergruppen scheinen verschiedene Aufgaben in der Auslösephase der allergischen 
Kontaktdermatitis zu übernehmen. So reagieren Keratinozyten hochsensibel auf die Nickel-
spezifische Zytotoxizität, die durch CD8+ Tc1- und Tc2-Zellen induziert wird, allerdings in 
geringerem Ausmass auf CD4+ Th1-Zellen und gar nicht auf Th2-Zellen (Traidl et al., 2000). 
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Diese Experimente deuten jedoch an, dass CD4+ T-Lymphozyten nicht nur regulatorische 
Fähigkeiten besitzen (siehe 1.3.3), sondern auch Effektorfunktionen ausüben können. Für 
Nichtmetalle und viele organische Umweltchemikalien fehlen vergleichbare aufschlußreiche 
Untersuchungen weitesgehend.  
 
 
 
1.3.5 T-Zell-Rezeptor 
 
Der T-Zell-Rezeptor (TCR) dient der spezifischen Bindung und Erkennung des Antigens. Die 
Erkennung des Antigens durch den TCR-Komplex und die Weiterleitung des sich daraus 
ergebenden Signals an intrazelluläre Regulations- und Effektormechanismen ist ein 
Schlüsselprozeß bei der T-Zellaktivierung und somit bei der hapten-induzierten 
Immunantwort. 
Jede T-Zelle trägt etwa 3 x 104 T-Zell-Rezeptoren auf ihrer Oberfläche. Der TCR ist ein 
Heterodimer, der aus zwei verschiedenen Transmembranglykoproteinketten besteht, aus je 
einer hochvariablen α- und β-Kette, die über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden sind 
(siehe Abb. 1.4 A). Der αβ TCR-Typ wird von 95 % der peripheren T-Lymphozyten 
exprimiert. Eine Untergruppe der T-Zellen trägt einen Rezeptor auf der Oberfläche, der aus 
je einer variablen γ- und δ- Kette besteht. Diese Rezeptoren scheinen andere Antigener-
kennungseigenschaften zu besitzen als αβ TCR (Matis, 1991). Beide Rezeptoren werden 
zusammen mit einem über Disulfidbrücken gekoppelten ζ-Homodimer exprimiert und sind im 
Komplex mit CD3-Ketten in die Zellmembran eingelagert (Call und Wucherpfennig, 2005). 
Die TCR-Ketten bestehen wiederum jeweils aus einer konstanten Domäne (C) und einer 
variablen Domäne (V) (N-Terminus). Das Gelenk verbindet die extrazellulären Domänen mit 
der Membran und enthält Cystein, das an der Disulfidbrücke zwischen den Ketten beteiligt 
ist. Die Transmembranhelices besitzen positiv geladene Reste innerhalb des hydrophoben 
Transmembransegments, wobei die α–Kette zwei und die β-Kette einen dieser Reste enthält 
und endet in einem kurzen zytoplasmatischen Schwanzstück (Janeway et al., 2002). 
Während der Entwicklung der Lymphozyten wird durch die somatische Rekombination der V-
, D- und J-Gensegmente eine enorme Vielfalt der Erkennungsstrukturen des TCR ge-
schaffen, worin die Vielfalt, der durch den TCR erkannten Epitope, begründet liegt. Das 
Repertoire des αβ TCR wird auf >1012, das des γδ TCR auf > 1015 geschätzt. Ein reifer T-
Lymphozyt exprimiert nur noch einen Rezeptortyp einheitlicher Spezifität (Huppa und Davis, 
2003), (Janeway et al., 2002), (Cantrell, 1996). Für die meisten Haptene ist nicht bekannt, 
welche Epitope durch die vielfältigen TCR erkannt werden. Als Epitop oder Antigendeter-
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minante wird die Stelle auf einem Antigen bezeichnet, die von einem Antikörper oder einem 
Antigenrezeptor erkannt wird. Eine Möglichkeit den Grad der strukturellen Variabilität der 
Epitope zu beurteilen, ist die Analyse des TCR-Repertoires für bestimmte Antigene (Vollmer 
et al., 1997). Trotz der Diversität der Hapten-Epitope-Erkennung durch spezifische T-Zellen 
in der Allergischen Kontaktdermatitis ist bekannt, dass vermutlich nur ein limitiertes TCR-
Repertoire genutzt wird (Werfel et al., 1997), (Silvennoinen-Kassinen et al., 1998).  
 
 
A      B 
 
 
Abb. 1.4 Der T-Zell-Rezeptor (TCR): A) Aufbau des TCR: der TCR besteht aus zwei 
Polypeptidketten (α- und β-Kette), die jeweils aus einer variablen (V) Region und einer konstanten (C) 
Region bestehen und über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden sind. Jede Kette durchdringt 
die Transmembranschicht mit einer hydrophoben Transmembrandomäne und endet in einem zyto-
plasmatischen Schwanzstück. B) Aktivierung der T-Zelle: Die Wechselwirkung des TCR:CD3-
Komplexes und des Korezeptors CD4 mit dem Peptid:MHC II-Komplex auf der APC lösen das erste 
Signal aus. Die Bindung von CD28 an B7 bewirkt das zweite kostimulatorische Signal.  
 
 
Die Aktivierung von T-Lymphozyten erfordert die Kombination zwei voneinander unab-
hängiger Signale. Antigenpräsentierende Zellen (APC) präsentieren CD4+ oder CD8+ T-
Zellen das spezifische Antigen über MHC II- oder MHC I-Moleküle. CD4 und CD8 wirken als 
Korezeptoren indem sie an die seitliche Oberfläche von MHC II- bzw. MHC I-Molekülen 
binden. Die Bindung des TCR:CD3-Komplexes und seines Korezeptors an den Peptid:MHC-
Komplex auf der APC löst das erste Signal aus. Durch dieses Signal kann nur eine klonale 
Vermehrung der T-Zelle initiiert werden, wenn auf Grund der Bindung von CD28 auf der T-
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Zelle an B7-Moleküle auf der APC ein zweites kostimulatorisches Signal erzeugt wurde 
(siehe Abb. 1.4 B). Die kostimulatorischen Moleküle B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) sind 
strukturell verwandte Glykoproteine, die häufig als B7-Moleküle zusammengefasst werden. 
Erhalten T-Zellen nur alleine das kostimulatorische Signal 2, so hat dies keine Auswirkung 
auf die T-Zelle. Erkennen T-Zellen ein Antigen, ohne dass eine Kostimulation erfolgt, 
erhalten sie also nur das Signal 1, so werden die T-Zellen inaktiviert und verfallen in Anergie 
(Lenschow et al., 1996), (Greenfield et al., 1998), (Huppa und Davis, 2003). 
 
 
 
1.4 Kreuzreaktionen 
 
Unter einer Kreuzreaktion versteht man, dass eine Person, die durch eine bestimmte 
Substanz sensibilisiert wurde, auf chemisch verwandte aber auch auf chemisch unterschied-
liche Substanzen reagieren kann, ohne jedoch zuvor durch diese Chemikalie sensibilisiert 
worden zu sein. Kreuzreaktionen bei Proteinantigenen sind schon lange bekannt, es gibt sie 
aber auch bei kleinmolekularen Substanzen, wobei die mechanistischen Ursachen noch 
nicht vollständig geklärt sind. Klinisch bekannt sind die Reaktionen auf bestimmte Metalle 
z. B. Au, Be, Co, Cr, Ni etc. Die Reaktionen bleiben aber nicht auf Metalle beschränkt, 
sondern Kreuzreaktionen wurden auch für Arylamine gezeigt. Besonders häufig wurden sie 
bei verschiedenen para-Aminoverbindungen und Azofarbstoffen beobachtet (Seidenari et al., 
1997), (Li et al., 1996), (Lisi und Hansel, 1998) (siehe 1.2.3). 
Es werden verschiedene Mechanismen als Erklärungsansätze für die häufig beobachteten 
Kreuzreaktionen herangezogen: einen allgemein reaktiven Metaboliten, die Präsentation 
identischer kryptischer Peptide, die Präsentation über eine prozessierungsunabhängige 
direkte Bindung an MHC oder aber eine echte Kreuzreaktion. 
Die Bedeutung des Metabolismus wurde intensiv bei den para-Stoffen untersucht. Man geht 
davon aus, dass während der Metabolisierung verschiedener prohaptenischer para-Amino-
verbindungen ein allgemein reaktiver Metabolit gebildet wird, der als Hapten fungieren kann. 
Der T-Zelle werden in diesem Fall identische „Neoantigene“ gezeigt. Es wird vermutet, dass 
als allgemeines Oxidationsprodukt Benzochinon gebildet wird.  
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Abb. 1.5 Metabolismus von para-Aminoverbindungen am Beispiel von PPD: PPD kann 
durch Autoxidation (OX) in Benzochinondiimin, Benzochinon und Bandrowski´s Base 
umgewandelt werden 
 
 
Dieses Prohapten-Konzept wurde in Meerschweinchen mit einer Reihe von verschiedenen 
1,4-substituierten Benzolderivaten untersucht, die alle zu Benzochinon als allgemeinen 
reaktiven Metaboliten umgewandelt werden könnten. Es konnten jedoch keine Kreuz-
reaktionen zwischen PPD und Hydrochinon, die entsprechend der Hypothese beide zu p-
Benzochinon oxidiert würden, nachgewiesen werden. Allerdings kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass Meerschweinchen ein anderes Reaktionsspektrum als der Mensch aufweisen 
können (Basketter und Goodwin, 1988). An Personen, die im Epikutantest positiv auf 
zumindest eine Substanz aus der para-Gruppe reagierten, konnte hingegen gezeigt werden, 
dass die Anzahl an positiven Reaktionen mit der Rate des Abbaus durch Oxidation und somit 
mit der Menge an gebildeten Chinonen korreliert (Picardo et al., 1990). Es wurden weitere 
Untersuchungen mit Benzolderivaten an Personen durchgeführt, die im Epikutantest positiv 
auf PPD reagiert haben. Auch hier konnte nur ein geringer Grad an Kreuzreaktivität 
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zwischen den verschiedenen Substanzen und Benzochinon beobachtet werden. Die Ver-
mutung, dass die verschiedenen para-Aminoverbindungen zu Benzochinon als identisches 
„Neoantigen“ umgewandelt werden und darauf die beobachteten Kreuzreaktionen beruhen, 
konnte demnach in diesen in vivo Testsystemen nicht beweiskräftig bestätigt werden 
(Basketter und Liden, 1992). Das könnte darauf hindeuten, dass diese Substanzen nicht 
alleine durch einen allgemeinen Metaboliten in vivo sensibilisieren, sondern noch andere 
Möglichkeiten in Betracht zu ziehen sind. 
Die stereotype Bindung chemisch verwandter Substanzen an körpereigene Peptide kann zur 
Präsentation identischer kryptischer Peptide führen. Kryptische Peptide sind normalerweise 
nicht fähig ein auslösendes Agens zu transportieren und werden im Allgemeinen auch nicht 
präsentiert. Durch die Bindung einer Substanz z. B. eines Haptens kann das Peptid jedoch 
so verändert werden, dass die enzymatische Spaltung verhindert wird, so dass die Zelle das 
modifizierte Protein nicht mehr abbauen kann. Dieser Mechanismus wurde unter anderem 
bei der Reaktion auf Metallionen beschrieben. Griem et al. (Griem et al., 1996) zeigte, dass 
CD4+ T-Zell-Hybridomas aus der Maus, die mit Au(III) vorbehandelter boviner RNase 
immunisiert wurden, ein kryptisches Peptid der Rnase erkennen. Dasselbe kryptische Peptid 
wurde ihnen präsentiert, wenn die RNase durch S-Sulfationen in ihren Cysteinresten 
denaturiert wurde und zwar in Abwesenheit von Au(III). Da die Komplexformationen mit 
Au(III) oder die Oxidation der Peptidseitenketten nicht notwendig für die Erkennung des 
synthetischen RNase Peptids waren, wurde gefolgert, dass die T-Zell-Klone spezifisch auf 
das kryptische Peptid der RNase reagierten (Sercarz et al., 1993). Die meisten klassischen 
Haptene, auch wenn sie in ihrer Struktur variieren, sind elektrophil und binden bevorzugt an 
nucleophile Aminosäurereste, wie z. B. Cystein oder Lysin (Cohen et al., 1997). Vergleichbar 
mit Au(III) ist es vielleicht möglich, dass auch an Selbstprotein gebundene para-Amino-
verbindungen die enzymatische Spaltung dieser Proteine in ähnlicher Weise verhindern und 
so zur Präsentation identischer kryptischer Peptide führen könnten. 
Die meisten Haptene sind aufgrund ihrer Reaktivität theoretisch fähig verschiedene Proteine 
zu modifizieren, eingeschlossen MHC-Moleküle oder auch zytoplasmatischer Proteine. Es ist 
wahrscheinlich, dass Haptene gebunden an ein Protein durch Endozytose in die antigen-
präsentierende Zelle gelangen, dort prozessiert und über MHC II präsentiert werden. Lipid-
lösliche Haptene könnten ins Zytosol penetrieren, dort an cytoplasmatische Proteine binden, 
also dem endogenen Weg folgen und demnach über MHC I präsentiert werden. Es konnte 
gezeigt werden, dass die Haptenisierung von fixierten und damit prozessierungsunfähigen 
antigenpräsentierenden Zellen zur Modifikation von MHC assoziierten Peptiden direkt auf der 
Zelloberfläche führen kann. In Nickel-spezifischen T-Zell-Klonen wurde beobachtet, dass die 
Fixierung der antigenpräsentierenden Zellen keinen Effekt auf deren Fähigkeit hat eine 
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Proliferationsantwort zu induzieren. Diese Befunde deuten daraufhin, dass eine direkte extra-
zelluläre Modifikation am MHC-Peptid-Komplex stattgefunden hat. Man vermutet eine 
Interaktion des Ni-Ions über eine koordinative Bindung (Moulon et al., 1995). Schnyder et al. 
(Schnyder et al., 1997) konnte an Medikamenten-spezifischen humanen T-Zellklonen eben-
falls zeigen, dass prozessierungsunfähige antigenpräsentierende Zellen immer noch fähig 
waren Sulfamethoxazol (SMX) bzw. Lidocain zu präsentieren und eine T-Zellantwort auszu-
lösen. SMX und Lidocain werden demnach in einem instabilen aber MHC-beschränkten Weg 
präsentiert, der prozessierungs-unabhängig ist. Ob sie in der Tat keine kovalente Bindung 
benötigten, um immunogen zu werden, ist noch nicht abschließend geklärt. Diese 
Ergebnisse konnten auch mit anderen Substanzen bestätigt werden. Sieben et al. (Sieben et 
al., 2002) führte ähnliche Untersuchungen an PPD-spezifischen T-Zell-Klonen durch. Einige 
der T-Zell-Klone reagierten sowohl auf PPD als auch auf BB. Es konnte gezeigt werden, 
dass durch den Einsatz prozessierungsunfähiger antigenpräsentierender Zellen die 
Proliferationsantwort auf PPD nicht beeinflusst wurde, die Proliferation auf BB jedoch fast 
vollständig unterbunden wurde. Sieben et al postulierten, einen prozessierungs-unab-
hängigen Weg der Antigenpräsentation für PPD und ein prozessierungs-abhängigen Weg für 
BB. Klassische per se reaktive Haptene z. B. Urushiol können auf zwei unterschiedlichen 
Wegen präsentiert werden: zum einen nach dem Hapten-Carrier-Modell, einem kovalenten, 
prozessierungs-abhängigen Weg nach kovalenter Bindung an ein Carrier-Protein mit 
anschließender Prozessierung und Präsentation über MHC-Klasse II oder zum anderen 
einen kovalenten, prozessierungs-unabhängigen Weg, bei dem das Hapten direkt kovalent 
an den Peptid-MHC-Komplex binden kann (Zanni et al., 1998). Per se nicht-reaktive 
Prohaptene wie z. B. PPD können sehr schnell über einen metabolisierungs- und 
prozessierungs–unabhängigen Weg präsentiert werden, sie binden direkt und nichtkovalent 
an den MHC-Peptid-Komplex (Weltzien et al., 1996). 
Bei der echten Kreuzreaktion ist der T-Zell-Rezeptor nicht in der Lage zwischen den Protein-
Addukten verschiedener Haptene zu unterscheiden. 
Das klassische Konzept besagt, dass ein Klontyp nur eine Spezifität besitzt. Dies impliziert, 
dass ein bestimmter T-Zell-Klon nur auf die Substanz reagieren kann, mit der er sensibilisiert 
wurde. Dieses Konzept wurde sowohl auf Grund von experimentellen Beobachtungen 
(Wucherpfennig, 2004), (Wucherpfennig und Strominger, 1995), (Depta et al., 2004) als auch 
theoretischen Überlegungen angezweifelt. Es wird postuliert, dass die Kreuzreaktivität eine 
essentielle Fähigkeit des T-Zell-Rezeptors darstellt (Depta et al., 2004), (Langman und 
Cohn, 1999), (Kersh und Allen, 1996). Nach Mason (Mason, 1998) übersteigt die Anzahl der 
Fremdpeptide deutlich die Anzahl an verschiedenen T-Zellen in der Maus, so dass eine 
beträchtliche Zahl an Fremdpeptiden unerkannt bliebe, wenn es keine Kreuzreaktionen 
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geben würde. Die Kreuzreaktivität ist demnach eine essentielle Fähigkeit des T-Zell-
Rezeptors. Mason stellte eine Beziehung zwischen der Anzahl an theoretisch möglichen 
MHC assoziierten Peptiden und der Peptidlänge her und erkannte, dass die theoretische 
Anzahl an verschiedenen MHC-Bindungspeptiden mit der Anzahl an Aminosäureresten im 
Peptid zunimmt. Nach seiner Schätzung sollte eine einzelne naive CD4+ T-Zelle auf fast eine 
halbe Millionen verschiedener 11-mer Peptide reagieren. 
Einen weiteren Erklärungsansatz bietet das „avidity-pit-Model“, das von Sandberg et al. 
(Sandberg et al., 2000) beschrieben wurde. Die Avidität bezeichnet die Stabilität des 
Komplexes zwischen dem T-Zell-Rezeptor und den in den MHC-Komplex eingebetteten 
Peptiden, die für eine Zelle zur Verfügung stehen. Die Aviditätshypothese der T-Zellselektion 
im Thymus besagt, dass T-Zellen einerseits eine messbare Affinität zu Selbst-MHC-
Molekülen besitzen müssen, um überhaupt reifen zu können. Diese Affinität darf 
andererseits aber nicht so gross sein, dass es zu einer Aktivierung der T-Zellen kommt. 
Aktivierte T-Zellen werden zur Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz beseitigt. Im Thymus 
findet während der Reifung der T-Zellen demnach eine positive Selektion auf die Fähigkeit 
Selbst-MHC-Komplexe mit geringer Avidität zu erkennen statt, d. h. der Aktionsschwellen-
wert ist höher als das Level der Selbsterkennung und eine negative Selektion auf die 
Erkennung der Selbst-MHC-Komplexe mit hoher Avidität findet statt, d. h. der Aktions-
schwellenwert ist niedriger als der Level der Selbsterkennung. Diese T-Zellen lassen sich 
durch Selbst-MHC-Moleküle bei der Reifung aktivieren und werden beseitigt. Sandberg et al. 
(Sandberg et al., 2000) untersuchte die Reaktionsmuster von CD8+ T-Zellklonen auf Selbst-
peptide, die sich vom ubiquitär exprimierten Elongationsfaktor 1α (EF1α) ableiten lassen, 
modifizierte Selbstpeptide und Nichtselbst-Peptide, die über H-2Kb präsentiert werden. Nach 
dem „avidity-pit-model“ werden nur T-Zellen mit der Kapazität Selbstpeptid mit hoher Avidität 
zu erkennen eliminiert, mit dem Ziel sowohl eine optimale Selbsttoleranz als auch eine 
maximale Diversität des T-Zell-Repertoires aufrecht zu erhalten. Dieses Modell basiert auf 
Aviditäts-Schwellenwerten. Es wurde beobachtet, dass die T-Zellklone eine 100-fache 
Erhöhung der Peptiddosis benötigten, um eine effiziente Erkennung für EF1α bzw. den 
auslösenden Schwellenwert zu erreichen, verglichen mit der Reaktion auf ein Nichtselbst-
Peptid. Bei modifizierten Selbstantigenen wurde eine mittlere Avidität festgestellt. Um 
reagieren zu können, müssen periphere T-Zellen demnach ein Peptid mit höherer Avidität 
erkennen, als das Selbst-Peptid mit dem sie positiv im Thymus selektioniert wurden. Der T-
Zell-Rezeptor erkennt das neue Peptid mit höherer Affinität oder die Epitopdichte an der 
Oberfläche der antigenpräsentierenden Zelle steigt an. Wenn die Anreicherung der Avidität 
die einzige Voraussetzung für die T-Zellerkennung ist, würde das implizieren, dass eine T-
Zelle theoretisch auf alle Peptide kreuzreagieren kann, einschließlich der durch das Hapten 
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veränderten, die eine höhere Avidität haben als das Selbst-Peptid durch das sie im Thymus 
positiv selektiert wurden. Dieses Modell impliziert sogar, dass die T-Zelle nach einer 
Aktivierung mit einem Fremdpeptid, die Avidität für das Selbst-Peptid gering halten würde 
und daher nur aktiviert werden kann, wenn die antigenpräsentierende Zelle das Peptid mit 
einer höheren Dichte als normal präsentiert. 
Ein weiterer Erklärungsansatz für die Kreuzreaktivität ist das „serial-triggering-Model“, das 
besagt, dass eine geringe Anzahl an Liganden erfolgreich eine hohe Anzahl an T-Zell-
Rezeptoren triggern kann. Greyerz et al. (von Greyerz et al., 1999) untersuchte den Einfluss 
von geringen Modifikationen in Molekülen wie SMX auf die Erkennung durch den ent-
sprechenden T-Zell-Rezeptor. Dies erfolgte anhand der Reaktionen von SMX-spezifischen 
T-Zell-Klonen auf 13 verschiedene Sulfonamidderivate. Die verschiedenen T-Zell-Klone 
zeigten unterschiedliche Reaktionsmuster. Einige Klone reagierten spezifisch nur auf SMX, 
wobei andere Klone auf mehrere Sulfonamidderivate kreuzreagierten. Auch benötigten die 
Klone deutlich unterschiedliche Minimalkonzentrationen von dem entsprechenden Antigen 
zur Auslösung der Proliferationsantwort. Alle untersuchten Klone zeigten eine logarithmische 
Korrelation zwischen der Anzahl an runterregulierten T-Zell-Rezeptoren verglichen mit der 
angebotenen Ligandenkonzentration. Ein Erklärungsansatz hierfür ist das „serial-triggering-
Model“. Bei dem Konzept der seriellen T-Zell-Bindung geht man davon aus, dass die 
Dissoziationsrate des T-Zell-Rezeptor-Ligandenkomplexes maßgeblichen Einfluß auf die 
resultierende T-Zell-Aktivierung nimmt, da das Ausmaß der Antwort auf der Frequenz der T-
Zell-Rezeptor Bindung beruht, wobei die eigentliche Kontaktzeit sehr gering bleibt. Damit 
kann sogar eine sehr geringe Anzahl solcher Komplexe ausreichend sein, in mehreren 
„Bindungsrunden“ eine relativ grosse Anzahl an T-Zell-Rezeptoren zu belegen und so eine 
T-Zellantwort auszulösen (Valitutti and Lanzavecchia, 1997), (Valitutti et al., 1995). 
Durch die in vivo Tiermodelle, die für die Untersuchung von Kreuzreaktionen auf para-
Aminoverbindungen häufig herangezogen wurden, konnten die verschiedenen Erklärungsan-
sätze bisher nicht bewiesen werden, da die Analyse von individuellen T-Zell-Klonen noch 
nicht gelungen ist (Basketter und Goodwin, 1988), (Basketter et al., 1996). Im humanen 
Bereich wurden auf monoklonaler Ebene häufig Kreuzreaktionsmuster bei Antibiotika 
(Blanca et al., 1994), (Depta und Pichler, 2003), (Mauri-Hellweg et al., 1996) und Metallen 
(Moulon et al., 1995), (Pistoor et al., 1995) beschrieben. Echte Kreuzreaktionen konnten bis 
jetzt jedoch noch nicht bewiesen werden. 
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 
 
Klinische Studien berichten häufig von Patienten, die im Epikutantest auf mehrere para-
Aminoverbindungen/Arylamine gleichzeitig reagieren. Eine allergische Reaktion kann nicht 
nur durch den Stoff ausgelöst werden, durch den eine primäre Sensibilisierung erfolgt ist, 
sondern auch durch andere Substanzen, die eine hinreichend ähnliche Struktur aufweisen. 
Die para-Gruppenallergie ist ein relevantes Modell um Kreuzreaktionen zu untersuchen. Die 
T-Lymphozyten besitzen eine zentrale Funktion bei der Auslösung der allergischen Kontakt-
dermatitis auf kleinmolekulare Substanzen. Bisher wurden die lymphozytären Reaktionen auf 
para-Phenylendiamin, sowie dem bekannten Oxidationsprodukt von para-Phenylendiamin, 
der Bandrowski´s Base, in vitro an humanen T-Zell-Klonen untersucht. Jedoch fehlen 
grundlegende in vitro Untersuchungen hinsichtlich der Reaktionsmuster von T-Lymphozyten 
auf weitere para-Aminoverbindungen und Arylamine.  
In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro die immunogene Kapazität verschiedener para-
Aminosubstanzen und Arylamine sowohl auf polyklonaler als auch auf monoklonaler Ebene 
anhand der Reaktionen von T-Lymphozyten charakterisiert und deren kreuzreaktives 
Verhalten zueinander untersucht.  
 
Es wurde folgenden Fragen nachgegangen: 
• Lassen sich die in vivo Befunde aus der Epikutantestung in vitro nachvollziehen? 
• Ist die Spezifität der T-Lymphozyten in vitro stabil? 
• Wie lässt sich die in vitro Methode optimieren und sensitiver gestalten? 
• Welches Proliferationsverhalten zeigen T-Lymphozyten in vitro auf Arylamine auf 
polyklonaler Ebene? 
• Sind PPD exponierte Personen sensibilisiert? 
• Welche Rolle spielen CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten? 
• Welches Proliferationsverhalten und welchen Phänotyp zeigen arylamin-spezifische 
T-Zell-Klone?  
• Ist es möglich arylamin-spezifische T-Zell-Klone anhand ihrer Proliferationsmuster in 
Gruppen einzuteilen? 
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2 Material und Methoden 
 
 
2.1 Material 
 
 
2.1.1 Donatoren 
 
Patienten 
Die untersuchten Personen entstammten der dermatologischen Klinik des Universitäts-
klinikums der RWTH Aachen und der Universität Groningen (Niederlande). Alle Patienten 
zeigten einen mindestens einfach positiven Befund auf PPD (para-Phenylendiamin) im 
Epikutantest. Den Patienten wurde venöses Blut zur Gewinnung peripherer Lymphozyten 
entnommen. 16 T-Zell-Klone eines Patienten wurden bereits zuvor in der Arbeitgruppe 
generiert und uns freundlicherweise für weitere Untersuchungen zur Verfügung gestellt. 
 
Exponierte Personen 
Als Kontrolle wurden exponierte Personen, die keine klinischen Symptome einer allergischen 
Kontaktdermatitis zeigten, herangezogen. Drei der acht exponierten Personen unterzogen 
sich einem Epikutantest und zeigten keine Reaktion auf PPD. Den exponierten Personen 
wurde venöses Blut zur Gewinnung peripherer Lymphozyten entnommen. 
 
 
 
2.1.2 Antigene:Haptene 
 
Para-Phenylendiamin (1,4-Phenylendiamin, PPD), 4-Aminoazobenzol (4-Phenylazoanilin, 
AAB), Dispersionsorange 3 (Benzenamin,4-[(4-nitrophenyl)azo], DO), Dispersionsgelb 3 
(Acetamid,N-[4-[(2-hydroxy-5-methylphenyl)azo]phenyl], Disperse Yellow, DY), 4-4-Diamino-
diphenylmethan (4,4-Methylendianilin, DDM), Bismarckbraun Y (4,4-(4-Methyl-m-phenylen-
biazo)-bis-(6-methyl-m-phenylendiamin)-dihydrochlorid, BBY), 2-Mercaptobenzothiazol 
(Benzothiazol-2-thiol, MBT) und Sulfamethoxazol (4-Amino-N-[5-methyl-3-isoazolyl]benzen-
sulfonamid, SMX) wurden von der Firma Sigma (Steinheim, D) bezogen. para-Toluylen-
diamin (2-Methyl-1,4-phenylendiamin, PTD) wurde bei der Firma Merck (Hohenbrunn, D), 
Bandrowski´s Base (N,N´-Bis(4-Aminophenyl)-2,5-diamino-1,4-chinondiimin, BB) bei der 
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Firma INC Biomedicals, inc. (Aurora, USA) und Dispersionsblau 106 (Ethanol,2-[ethyl[3-
metyl-4-[(5-nitro-2-thiazolyl)azo]phenyl]amino, DB106) und Dispersionsblau 124 (Ethanol,2-
[ethyl[3-methyl-4-[(5-nitro-2-thiazolyl)azo]phenyl]amino]-acetat, DB124) wurden bei der Firma 
Bruno Ludewig GmbH (Emsbüren, D) erworben.  
Die Antigene wurden für jeden Versuch in lichtgeschützten Röhrchen frisch abgewogen, im 
entsprechenden vorgewärmten Kulturmedium aufgenommen und einige Minuten 
mechanisch geschüttelt. Die Konzentration der Ausgangslösung betrug 10 mM. Die Sub-
stanzen wurden verdünnt und unverzüglich im Versuch eingesetzt (Strukturformeln siehe 
Abb. 1.2). 
 
 
 
2.1.3 Steriles Verbrauchsmaterial 
 
Einmalpipetten serologisch 5 ml, 10 ml, 25 ml  Sarstedt (Nümbrecht, D) 
FACS-Röhrchen      Becton Dickinson (NJ, USA) 
Falcon Röhrchen 50 ml, 15 ml    Greiner (Frickenhausen, D) 
Kulturflaschen mit Filterkappe (Cellstar) 25 cm2  Greiner (Frickenhausen, D) 
Kulturflaschen mit Filterkappe (Cellstar) 175 cm2  Greiner (Frickenhausen, D) 
Kryogefässe (1,5 – 2 ml)     Nalge Nunc (Wiesbaden, D) 
Mikrotiterplatten (6-, 24-, 48-, 96-Well-Platten)  Becton Dickinson (NJ, USA) 
Spitzen 1-10 µl, 5-200 µl, 20-1000 µl   Sorenson (Salt Lake City, USA) 
 
 
 
2.1.4 Puffer und Standardchemikalien 
 
Alle eingesetzten Standardchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den 
Firmen Merck (Hohenbrunn, D), Sigma (Steinheim, D) oder Roche Diagnostics (Mannheim, 
D) mit dem Reinheitsgrad „zur Analyse“ bezogen.  
 
 
Material und Methoden 
 
 
 37 
2.1.5 Zellkultur und Kulturmedien 
 
Antibiotika-Antimykotika-Lösung    GIBCO (Karlsruhe, D) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)     Sigma (Steinheim, D) 
Ficoll-PaqueTM Plus      Amersham (Uppsala, Schweden) 
Fötales Kälberserum (fetal kalf serum, FKS)  PAA (Linz, Österreich) 
Fötales Rinderserum (fetal bovine serum, FBS)  GIBCO (Karlsruhe, D) 
Heparin-Natrium 25000/E/5ml    Braun (Melsungen, D) 
Humanes gepooltes AB-Serum    Sigma (Steinheim, D) 
3H-Thymidin       Perkin Elmer (Weiterstadt, D) 
Nichtessentielle Aminosäuren (x10)    GIBCO (Karlsruhe, D) 
Natrium Pyruvat (100 mM)     GIBCO (Karlsruhe, D) 
1 x Phosphat-Puffer (PBS) pH 7,4    PAA (Pasching, Österreich) 
Phytohämagglutinin (PHA)     Calbiochem (La Jolla, USA) 
Rekombinantes humanes Interleukin-2 (IL-2)  Endogen (Woburn, USA) 
Rinder Serum Albumin (bovine serum albumin, BSA) PAA (Pasching, Österreich) 
RPMI-1640 +L-Glutamin     PAA (Linz, Österreich) 
Sonic HedgeHog (Shh)     Peprotech Inc. (NewYork, USA) 
Tetanustoxoid (TT)      Chiron (Marburg, D) 
Trypan-Blau-Lösung      GIBCO/BRL (Eggenstein, D) 
Trypsin / EDTA      GIBCO (Karlsruhe, D) 
 
 
 
 
Autologes Serum 
Das humane autologe Serum konnte nach einer 20-minütigen Dichtegradientenzentrifugation 
bei der Isolation von peripheren mononukleäre Blutzellen (PBMC) (siehe 2.2.1.1) vorsichtig 
oberhalb des PBMC-Ringes abdekantiert werden. Das so gewonnene Serum wurde eine 
Stunde bei 56°C hitzeinaktiviert und anschliessend erneut bei 400 g 10 Minuten zentrifugiert. 
Der Überstand wurde abgenommen und konnte als autologes Serum dem Kulturmedium bei-
gefügt werden. 
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Vollmedium für periphere mononukleäre Blutzellen (PBMC) 
RPMI-1640-Medium + L-Glutamin 
10 %  hitzeinaktiviertes FKS 
1 %  100 mM Natrium Pyruvat 
1 %  10 x Mischung nichtessentieller Aminosäuren 
1 %  Anitbiotika-Antimykotika-Lösung 
 
 
 
Vollmedium für T-Lymphozyten 
RPMI-1640-Medium + L-Glutamin 
10 %  hitzeinaktiviertes FKS 
2 %  humanes AB-Serum 
1 %  100 mM Natrium Pyruvat 
1 %  10 x Mischung nichtessentieller Aminosäuren 
1 %  Anitbiotika-Antimykotika-Lösung 
 
Zur Generierung und Kultivierung von T-Zell-Klonen und bei Einsatz von Antibiotika als Test-
substanz wurde vollständig auf die Zugabe der Antibiotika-Antimykotika-Lösung verzichtet 
 
 
 
Klonierungsmedium für T-Lymphozyten 
RPMI-1640-Medium + L-Glutamin 
10 %  hitzeinaktiviertes FKS 
2 %  humanes AB-Serum 
1 %  100 mM Natrium Pyruvat 
1 %  10 x Mischung nichtessentieller Aminosäuren 
50 IE/ml humanes rekombinantes IL-2 
 
 
 
Vollmedium für B-Lymphozyten 
RPMI-1640-Medium + L-Glutamin 
10 %  hitzeinaktiviertes FBS 
1 %  Antibiotika-Antimykotika-Lösung 
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2.1.6 Geräte 
 
CO2-Inkubator     Sanyo (Tokio, Japan) 
Durchflusszytometer (FACS Calibur)  Becton Dickinson (Heidelberg, D) 
Eppifuge (Centrifuge 5417R)    Eppendorf (Hamburg, D) 
Eppifuge (Centrifuge 5415C)    Eppendorf (Hamburg, D) 
Feinwaage      Sartorius (Göttingen, D) 
Filter (Filtermat A)     Wallac (Turku, Finnland) 
Heizplatte      Gerhardt (Königswinter, D) 
Mikroskop (Axiovert)     Zeiss (Jena, D) 
MTP Photometer (Spectra Max 250)  MWG (München, D) 
Sample Bag      Wallac (Turku, Finnland) 
Spectralphotometer (DU70)    Beckmann (München, D) 
Sterilbank (LaminAir HB 2472)   Hereus (Hannau, D) 
Schüttler (RS-PL 28-10)    Heto (Holten, Dänemark) 
β-Szintillationscounter (1450 Microbeta Trilux) Perkin Elmer (Weiterstadt, D) 
Washer      Inotech (Rockville, USA) 
Zentrifuge (Rotixa, AP)    Hettich (Tuttlingen, D) 
 
 
 
 
 
 
2.1.7 Antikörper 
 
Die in Tab. 2.1 verzeichneten monoklonalen Antikörper wurden für die durchfluss-
zytometrischen Messungen verwendet, alle Antikörper stammten aus der Maus, bis auf den 
Antikörper für TCR Vbeta 1, der aus der Ratte gewonnen wurde. 
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Tab. 2.1 Verwendete Antikörper 
 
Antikörper Markierung Klon Firma 
        
CD3 PE HIT3a Becton-Dickison (Heidelberg, D) 
CD3 FITC HIT3a Bioscience (San Diego, USA) 
CD4 PE RPA-T4 Becton-Dickison (Heidelberg, D) 
CD4 PE B-F5 Diaclone/Hölzel (Köln, D) 
CD4 FITC B-F5 Diaclone/Hölzel (Köln, D) 
CD8a PE HIT8a Bioscience (San Diego, USA) 
CD14 FITC M5E2 Becton-Dickison (Heidelberg, D) 
CD25 PE M-A251 Becton-Dickison (Heidelberg, D) 
CD45RA PE HI100 Becton-Dickison (Heidelberg, D) 
CD45RO PE UCHL1 Becton-Dickison (Heidelberg, D) 
TCR αβ PE BMA 031 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR γδ PE Immu510 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta1 PE BL37.2 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta2 PE SM1240R DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta3 PE CH92 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta5.1 PE 3D11 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta5.2 PE 36213 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta5.3 PE 3D11 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta7 PE ZOE DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta8.1/8.2 PE 56C5 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta9 PE FIN9 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta11 PE C21 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta12 PE VER2.32.1 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta13.1 PE IMMU222 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta13.6 PE JU-74 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta14 PE CAS1.1.3 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta16 PE TAMAYA1.2 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta17 PE E17.5F3 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta18 PE BA62 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta20 PE ELL1.4 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta21.3 PE IG125 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta22 PE IMMU 546 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
TCR Vbeta23 PE AF-23 DPC Biermann (Bad Nauheim, D) 
 
PE = Phycoerythrin, FITC = Fluorescein Isothiocyanate 
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2.2 Methoden 
 
 
2.2.1 Isolation der Zellen 
 
 
2.2.1.1 Isolation von peripheren mononukleären Blutzellen 
(PBMC) 
 
Periphere mononukläre Blutzellen (PBMC) wurden durch Dichtegradientenzentrifugation aus 
Vollblut isoliert. Zur Isolierung wurden in der Regel 70 bis 80 ml Vollblut verwendet. Vor der 
Blutabnahme wurde in der Spritze Heparin (5 Einheiten Heparin-Natrium/ml Blut) als Anti-
koagulanz vorgelegt. Das Vollblut wurde mit 1 x PBS pH 7,4 1:2 verdünnt. Es wurden 20 ml 
Ficoll in 50 ml Falconröhrchen vorgelegt. Unter Vermeidung von Verwirbelungen wurden die 
Grenzflächen vorsichtig aneinander geführt und 30 ml des verdünnten Blutes langsam auf 
das Ficoll geschichtet, so dass deutlich zwei Phasen erkennbar waren. Nach einer 40-
minütigen Zentrifugation bei 400 g, Raumtemperatur und ohne Bremse, war ein weißer Ring, 
der die PBMC enthielt, zwischen der oberen Serumphase und der unteren Ficollphase deut-
lich erkennbar. Dieser PBMC-Ring wurde vorsichtig abpipettiert, in ein neues 50 ml Falcon-
röhrchen überführt und mit PBS pH 7,4 auf 50 ml aufgefüllt. Es folgte ein erneuter Zentri-
fugationsschritt 10 Minuten bei 245 g, Raumtemparatur und Bremse. Der Überstand wurde 
vorsichtig abdekantiert und verworfen. Das Zellpellet wurde in 50 ml PBS resuspendiert, bei 
diesem Schritt können, bei Verwendung mehrerer Falconröhrchen, die Zellpellets vereint 
werden. Dieser Waschschritt wurde noch mindestens zweimal wiederholt, bis der Überstand 
klar war. Danach wurde das Zellpellet in 10 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl in einer 
Neubauer-Kammer bestimmt (siehe 2.2.2.2). 
 
 
 
2.2.1.2. Isolation von Monozyten durch Adhärenz 
 
Frisch isolierte PBMC (siehe 2.2.1.1) wurden auf 6 x 106 Zellen/ml eingestellt und jeweils 
5 ml dieser Zellsuspension pro Loch in eine 6-Loch-Platte pipettiert. Es folgte eine Inkubation 
von zwei Stunden. Nach der Inkubation wurde der Überstand abdekantiert und die ad-
härierten Zellen zweimal vorsichtig mit PBS abgespült. Der Überstand wurde gesammelt und 
enthielt die nichtadhärente Zellfraktion. Es wurden 2 ml PBS in jedes Loch pipettiert und die 
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Platten zum Ablösen der adhärenten Zellen 15 bis 20 Minuten auf Eis gestellt. Danach 
konnten die Zellen leicht abgelöst werden. Die so isolierten Monozyten wurden gewaschen 
und in entsprechendem Medium aufgenommen. 
 
 
 
2.2.1.3 Isolation von CD4+ T-Lymphozyten mittels Dynal System 
 
Das Dynal System (Dynal Biotech ASA, Oslo, Norwegen) ist eine immunomagnetische 
Methode, bei der Zellen gezielt durch magnetisch markierte Antikörper isoliert werden 
können. Bei der negativen Isolation werden die Zellen, die nicht benötigt werden, markiert 
und entfernt. Das hat den Vorteil, dass die Zellen die man verwenden möchte „unberührt“ 
(untouched) sind. Bei der positiven Isolation werden die Zellen, die benötigt werden, markiert 
und depletiert. Die Antikörper werden nach der Isolation wieder entfernt. Bei dieser Methode 
kann ein höherer Reinheitsgrad als bei der negativen Isolation erreicht werden. 
 
 
Negative Isolation von CD4+ T-Lymphozyten mittels Dynal System 
CD4+ T-Lymphozyten wurden durch Depletion von B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten, CD8+ T-
Lymphozyten und Granulozyten aus frisch isolierten PBMC (siehe 2.2.1.1) mittels Dynal 
System nach Angaben des Herstellers gewonnen. Hierbei wurden PBMC mit einem Gemisch 
aus monoklonalen Antikörpern (CD14, CD16, CD56, CDw123, CD36, CD8) versetzt, an 
magnetische Kügelchen (Dynabeads) gekoppelt und über einen Magneten entfernt.  
1 x 107 PBMC wurden in Puffer (PBS mit 0,1 % BSA 100 µl) aufgenommen, mit hitzeinakti-
viertem FKS (20 µl) und dem Antikörpergemisch (20 µl) versetzt und 10 Minuten bei 2 bis 
8°C inkubiert. Danach wurden die Zellen in Puffer gewaschen und in 0,9 ml Puffer re-
suspendiert. Es wurden 100 µl Dynabeads (4 x 107 beads) hinzugefügt und weitere 15 
Minuten unter leichtem Schütteln bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliessend konnten die 
magnetisch markierten Zellen über einen Dynal Magneten abgefangen werden. Die un-
markierten CD4+ T-Lymphozyten befanden sich im Überstand und wurden nach einmaligem 
Waschen in entsprechendem Medium aufgenommen. Die Reinheit der isolierten Zellen be-
wegt sich nach Angaben des Herstellers zwischen 72 bis 91 % und wurde anhand von 
durchflusszytometrischen Messungen überprüft. 
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Positive Isolation von CD4+ T-Lymphozyten mittels Dynal System 
CD4+ T-Lymphozyten wurden aus frisch isolierten PBMC (siehe 2.2.1.1) mittels Dynal 
System nach Angaben des Herstellers gewonnen. Hierbei wurden die CD4+ T-Lymphozyten 
mit einem CD4 spezifischen magnetischen monoklonalen Antikörper markiert, der nach der 
Isolation durch einen polyklonalen anti-Fab Antikörper (DETACHaBEAD), der spezifisch für 
den CD4 Antikörper ist, wieder entfernt wurde.  
0,5 x 107 PBMC bzw. die nichtadhärente Zellfraktion nach Entfernung der Monozyten durch 
Adhärenz (siehe 2.2.1.2) wurden in 1 ml Puffer (PBS mit 2 % FKS) aufgenommen, mit 
1 x 107  beads versetzt und 20 Minuten unter leichtem Schütteln und Rotation bei 2 bis 8°C 
inkubiert. Danach wurden die markierten CD4+ T-Lymphozyten über einen Dynal Magneten 
isoliert und in 100 µl RPMI1640 mit 1 % FKS aufgenommen. Der Zellsuspension wurde 10 µl 
DETACHaBEAD hinzugefügt und weitere 45-60 Minuten unter leichtem Schütteln bei Raum-
temparatur inkubiert. Anschliessend konnten die abgelösten beads über den Dynal 
Magneten entfernt werden. Die CD4+ T-Lymphozyten befanden sich im Überstand und 
konnten nach einmaligem Waschen in das entsprechende Medium überführt werden. Die 
Reinheit der isolierten Zellen beträgt nach Angaben des Herstellers ungefähr 99 % und 
wurde anhand von durchflusszytometrischen Messungen überprüft. 
 
 
 
2.2.1.4 Isolation von CD8+ T-Lymphozyten 
 
 
Negative Isolation von CD8+ T-Lymphozyten über Säulen 
Mit diesem System wurden aus frisch isolierten PBMC (siehe 2.2.1.1) CD8+/CD45RA- T-
Lymphozyten nach Angaben des Herstellers gewonnen (R&D Systems Inc., Minneapolis, 
USA). Die PBMC wurden mit einem Gemisch aus monoklonalen Antikörpern versetzt und auf 
eine Affinitätssäule gegeben. B-Zellen und unerwünschte T-Zell-Populationen wurden in der 
Säule an anti-Ig beschichtete Glaskügelchen über Fab-Oberflächen-Interaktionen gebunden, 
während Monozyten über Fc-Interaktionen zurückgehalten wurden. Die nicht mit Antikörpern 
markierten CD8+/CD45RA- T-Lymphozyten durchliefen die Säule und befanden sich im Eluat. 
2 x 108 PBMC wurden mit 1 ml Puffer (Column Buffer, Informationen über Zusammen-
setzung nicht erhältlich) und 1 ml des Antikörpergemisches (Informationen über Zusammen-
setzung nicht erhältlich) 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem 
Waschen mit Puffer wurden die antikörperbehandelten Zellen auf die Säule gegeben und 
weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die in der Säule nicht gebundenen 
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CD8+/CD45RA- T-Lymphozyten wurden mit Puffer eluiert und nach erneutem Waschen in 
das entsprechende Medium aufgenommen. Die Reinheit der isolierten Zellen bewegt sich 
nach Angaben des Herstellers zwischen 88 bis 93 % und wurde anhand von durchflusszyto-
metrischen Messungen überprüft. 
 
 
Positive Isolation von CD8+ T-Lymphozyten mittels Dynal System 
CD8+ T-Lymphozyten wurden aus frisch isolierten PBMC (siehe 2.2.1.1) mittels Dynal 
System nach Angaben des Herstellers gewonnen. Hierbei wurden die CD8+ T-Lymphozyten 
mit einem CD8 spezifischen magnetischen monoklonalen Antikörper markiert, der nach der 
Isolation durch einen polyklonalen anti-Fab Antikörper (DETACHaBEAD), der spezifisch für 
den CD8 Antikörper ist, wieder entfernt wurde.  
1 x 107 PBMC wurden in 1 ml Puffer (PBS mit 2 % FKS) aufgenommen, mit 1 x 107  beads 
versetzt und 20 Minuten unter leichtem Schütteln und Rotation bei 2 bis 8°C inkubiert. 
Danach wurden die markierten CD8+ T-Lymphozyten über einen Dynal Magneten isoliert und 
in 100 µl RPMI1640 mit 1 % FKS aufgenommen. Der Zellsuspension wurde 10 µl 
DETACHaBEAD hinzugefügt und weitere 45-60 Minuten unter leichtem Schütteln bei 
Raumtemparatur inkubiert. Anschliessend konnten die abgelösten beads über den Dynal 
Magneten entfernt werden. Die CD8+ T-Lymphozyten befanden sich im Überstand und 
konnten nach einmaligem Waschen in das entsprechende Medium überführt werden. Die 
Reinheit der isolierten Zellen beträgt nach Angaben des Herstellers ungefähr 99 % und 
wurde anhand von durchflusszytometrischen Messungen überprüft. 
 
 
 
2.2.1.5 Isolation von CD4+CD25+ regulatorischen T-Lymphozyten 
(Treg) mittels Dynal System 
 
Die Isolation von CD4+CD25+ Treg erfolgte in mehreren Schritten bei denen nacheinander 
verschiedene Zellfraktionen durch unterschiedliche Methoden isoliert wurden, wodurch die 
Möglichkeit gegeben war, die einzelnen isolierten Zellpopulationen separat zu untersuchen. 
Etwa 2 bis 10 % der CD4+ T-Lymphozyten Population im peripheren Blut sind 
CD4+CD25+ Treg, deshalb wurden zur Isolation mindestens 120 ml Vollblut benötigt.  
Im ersten Schritt wurden aus dem Vollblut PBMC isoliert (siehe 2.2.1.1). Danach wurden in 
einem zweiten Schritt aus den frisch isolierten PBMC Monozyten durch Adhärenz entfernt 
(siehe 2.2.1.2). In Schritt drei wurden CD8+ T-Lymphozyten aus der nichtadhärenten Fraktion 
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gewonnen, wobei hier die zwei oben beschriebenen Isolationsmöglichkeiten zur Verfügung 
standen (2.2.1.4). Im vierten Schritt wurden die CD4+ T-Lymphozyten negativ mittels Dynal 
System durch Depletion von B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten, CD8+ T-Lymphozyten, Erythro-
zyten und CD45RA+ Zellen (optional) nach Angaben des Herstellers gewonnen. Die Isolation 
unterscheidet sich in einigen Schritten von der unter 2.2.1.3 beschriebenen Methode. Das 
Gemisch aus monoklonalen Antikörpern enthält eine etwas andere Zusammensetzung 
(CD14, CD56, CD19, CD8, CD235a), die Zugabe von CD45RA ist optional. Es wurden min-
destens 2 x 108 PBMC (bzw. Zellen der nichtadhärenten Fraktion) eingesetzt, wodurch sich 
die Menge der verwendeten Zusätze erhöhte, die Durchführung entsprach der unter 2.2.1.3 
beschriebenen Isolation. Die unmarkierten CD4+ T-Lymphozyten befanden sich im Über-
stand und wurden nach einmaligem Waschen in Puffer aufgenommen, gezählt (siehe 
2.2.2.2) und auf 1,5 x 107 Zellen/ml eingestellt. 
Als letzter Schritt erfolgte die positive Isolation von CD4+CD25+ Treg aus der frisch isolierten 
CD4+ T-Lymphozyten Population mittels Dynal System nach Angaben des Herstellers. Hier-
bei wurden die CD4+ T-Lymphozyten mit einem CD25+ spezifischen magnetischen mono-
klonalen Antikörper markiert, der nach der Isolation durch einen anti-Fab Antikörper 
(DETACHaBEAD), der spezifisch für den CD25+ Antikörper ist, wieder entfernt wurde.  
1,5 x 107 CD4+ T-Lymphozyten wurden mit 200 µl Dynabeads (8 x 107 beads) versetzt und 
25 Minuten unter leichtem Schütteln und Rotation bei 2 bis 8°C inkubiert. Danach wurden die 
markierten CD25+ Treg über einen Dynal Magneten isoliert und in 100 µl RPMI1640 mit 1 % 
FKS aufgenommen. Der Zellsuspension wurde 200 µl DETACHaBEAD hinzugefügt und 
weitere 45-60 Minuten unter leichtem Schütteln bei Raumtemparatur inkubiert. Anschließend 
konnten die abgelösten beads über den Dynal Magneten entfernt werden. Die CD25+ Treg be-
fanden sich im Überstand und konnten nach einmaligem Waschen in das entsprechende 
Medium überführt werden. Die Reinheit der isolierten Zellen beträgt nach Angaben des Her-
stellers 93 bis 98 % und wurde anhand von durchflußzytometrischen Messungen überprüft. 
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Abb. 2.1 Isolation von CD4+CD25+ Treg 
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2.2.2 Kultur der Zellen 
 
 
 
2.2.2.1 Kulturbedingungen 
 
Die Kultivierung aller in der Arbeit verwendeten Zellarten erfolgte in einem CO2-
Begasungsschrank in einem 5 % igen CO2/Luft-Gemisch bei 37°C und 95 % Luftfeuchtigkeit.  
 
 
 
2.2.2.2 Zellzahlbestimmung 
 
Um die Zellzahl zu bestimmen wurde ein Aliquot der zu zählenden Zellsuspension im 
Verhältnis 1:3 mit einer Trypan-Blau-Lösung verdünnt und mit der Pipette gut durchmischt. In 
tote oder beschädigte Zellen dringt der Farbstoff ein, so dass sie sich blau färben. Intakte 
Zellen verfärben sich dagegen nicht und sind gut an einer Doppelbrechung im Phasen-
kontrast zu erkennen. Die Zellzahl wurde in einer Neubauerkammer unter dem Licht-
mikroskop bestimmt. Die Neubauerkammer besteht aus 9 grossen Quadraten, wobei jedes 
Quadrat bei einer Fläche von 1 mm2 und einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 µl 
ergibt. Ein grosses Quadrat besteht wiederum aus 16 Kleinquadraten. Pro Zählvorgang 
wurden 4 x 16 Kleinquadrate ausgezählt. Die Berechnung der Zellzahl erfolgt wie folgt: 
 
Summe der gezählten Zellen/4 x Verdünnungsfaktor x 104  
 
Durch die Multiplikation mit 104 ergibt sich die Zellkonzentration pro ml.  
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2.2.2.3 Langfristige Lagerung der Zellen 
 
Einfrieren 
Die Zellen wurden in PBS gewaschen und 10 Minuten bei 245 g abzentrifugiert. Das Zell-
pellet wurde in Einfriermedium (FCS mit 10 % DMSO) so resuspendiert, dass eine Zellzahl 
von 5 bis 10 x 106 pro ml eingestellt wurde und in Kryogefässe überführt. Diese wurden in 
einer Einfrierbox 2 bis 3 Stunden bei -30°C und dann über Nacht bei -80°C eingefroren. Es 
ist wichtig die Zellen langsam herunterzukühlen, damit sie keinen Schaden nehmen. Am 
nächsten Tag wurden die Kryogefässe in einem Tank mit flüssigem Stickstoff eingelagert. 
 
Auftauen 
Die Kryogefässe mit den Zellen wurden aus dem Stickstoff unverzüglich bei 37°C aufgetaut 
und die Zellsuspension schnell in 30 ml vorgewärmtes Medium mit 15 % FCS überführt. Die 
Zellen wurden 10 Minuten bei 245 g abzentrifugiert und nach zweimaligem Waschen in PBS 
in entsprechendem Medium aufgenommen.  
 
 
 
2.2.2.4 Verhinderung der Zellteilung von antigenpräsentierenden 
Zellen 
 
Zur Verhinderung der Zellteilung von antigenpräsentierenden Zellen (PBMC, B-Zell-Linien) 
während der Restimulation und in den Antigenspezifitätstests wurden die Zellen in das 
entsprechende Medium aufgenommen und mit Röntgenstrahlen mit einer Dosis von 5000 
Rad bestrahlt. Zur Überprüfung der erfolgreichen Hemmung der Proliferation wurden die 
Zellen mit PHA inkubiert und ihr Proliferationsverhalten untersucht (siehe 2.2.3.2). 
 
 
 
Material und Methoden 
 
 
 49 
2.2.2.5 Restimulation von T-Lymphozyten 
 
Ziel der Restimulation war es durch gezielte Stimulation antigenspezifische T-Lymphozyten 
zu expandieren. Vor der Restimulation wurden die T-Zellen in PBS gewaschen und 10 
Minuten bei 245 g abzentrifugiert, um Zellfragmente und überschüssiges IL-2 zu entfernen. 
Das Zellpellet wurde in Kulturmedium resuspendiert und auf 1 x 106 Zellen/ml eingestellt. Die 
Restimulation erfolgte in 96-, 48- oder 24-Loch Mikrotitrationsplatten, je nachdem wie viele 
Zellen zur Verfügung standen. Als antigenpräsentierende Zellen wurden bestrahlte PBMC 
verwendet. Pro Ansatz wurden dreimal so viele antigenpräsentierende Zellen wie T-Zellen 
eingesetzt. Das Antigen wurde in entsprechender Konzentration hinzugegeben und die 
Zellen zur weiteren Kultivierung inkubiert. Nach drei Tagen wurden 30 IE/ml rekombinantes 
humanes IL-2 hinzugegeben, um die Expansion von antigenspezifischen T-Lymphozyten zu 
fördern. Die Inkubationsdauer zwischen den Restimulationen betrug in der Regel 10 bis 20 
Tage.  
 
 
 
2.2.2.6 Expansion von T-Lymphozyten mittels CD3/CD28 T-Zell-
Expander 
 
Normalerweise werden T-Lymphozyten, um das Wachstum und die Antigenspezifität zu 
erhalten, mit antigenpräsentierenden Zellen und dem entsprechendem Antigen restimuliert. 
Der Dynabeads® CD3/CD28 T-Tell-Expander stellt eine Alternative zur Restimulation von T-
Lymphozyten dar, bei der weder antigenpräsentierende Zellen noch Antigen benötigt 
werden, die Spezifität aber erhalten bleibt. Der Dynabeads® CD3/CD28 T-Tell-Expander 
besteht aus magnetischen Polystyrol-Kügelchen, die mit einem Gemisch aus CD3 und CD28 
Antikörpern beschichtet sind. Der CD3 Antikörper ist spezifisch für das humane CD3 auf der 
T-Zelle, das mit dem T-Zell-Rezeptor assoziiert und für das erste Signal mitverantwortlich ist. 
Der CD28 Antikörper ist spezifisch für das humane CD28 auf der T-Zelle, welches der 
Ligand für CD80 und CD86 auf der antigenpräsentierenden Zelle ist und durch deren 
Interaktion das zweite kostimulatorische Signal ausgelöst wird.  
In dieser Arbeit wurde teilweise zur Expansion von antigenspezifischen T-Zellen der 
Dynabeads® CD3/CD28 T-Tell-Expander verwendet. Vor der Expansion wurden die T-Zellen 
in PBS gewaschen und 10 Minuten bei 245 g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 
Kulturmedium resuspendiert und auf 1 x 106 Zellen/ml eingestellt. Die Expansion erfolgte in 
96- oder 24-Loch Mikrotitrationsplatten, je nachdem wie viele Zellen zur Verfügung standen. 
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Der Zellsuspension wurden 0,125 µl CD3/CD28 Dynabeads pro Ansatz in 96-Loch 
Mikrotitrationsplatten und 1,25 µl pro Ansatz in 24-Loch-Platten nach Angaben des 
Herstellers und 30 IE/ml rekombinantes humanes IL-2 zugefügt. Nach einer Inkubation der 
Zellen von 5 bis 7 Tage wurden die CD3/CD28 Dynabeads über einen Dynal Magneten 
entfernt. Der Überstand wurde abgenommen und gewaschen. Das Zellpellet wurde in 
Kulturmedium resuspendiert, auf 1 x 106 Zellen/ml eingestellt und zur weiteren Kultivierung in 
frische Mikrotitrationsplatten überführt.  
 
 
 
2.2.2.7 Etablierung einer T-Zell-Linie 
 
In anderen Studien wurde belegt, dass die reaktivsten Nickel-spezifischen TCL aus PBMC 
durch mehrmalige Stimulation mit Nickel generiert werden konnten (Bour et al., 1994). Nach 
diesen Angaben wurden aus PBMC durch mehrmalige gezielte Restimulation die antigen-
spezifischen T-Lymphozyten expandiert und so antigenspezifische T-Zell-Linien etabliert. 
Zunächst wurde beim Ansatz des LTT eine Parallelplatte angelegt (siehe 2.2.3.3) und 
20 IE/ml rekombinantes humanes IL-2 hinzugefügt. Nach Messung der Proliferation des LTT 
wurden die Zellen, die mit Antigenen stimuliert wurden, bei denen im LTT eine positive 
Reaktion zu verzeichnen war, vereint, in PBS gewaschen und 10 Minuten bei 245 g 
abzentrifugiert, um Zellfragmente und überschüssiges IL-2 zu entfernen. Das Zellpellet 
wurde in Kulturmedium resuspendiert, auf 1 x 106 Zellen/ml eingestellt und 1 ml der 
Zellsuspension in 24-Loch-Platten Mikrotitrationsplatten überführt. Wenn bereits bekannt war 
auf welche Antigene die T-Lymphozyten in vitro reagieren (z.B. durch einen früher durch-
geführten LTT), konnten die PBMC auch direkt in einer Konzentration von 1 x 106 Zellen/ml 
in 24-Loch Mikrotitrationsplatten mit dem entsprechenden Antigen inkubiert werden. Bei 
diesem Stimulationsansatz wurde vollständig auf rekombinantes humanes IL-2 verzichtet, 
um das Wachstum von unspezifischen T-Lymphozyten nicht zu fördern. Die T-Lymphozyten 
wurden solange ohne IL-2 kultiviert und mikroskopisch überwacht bis sich ihre Grösse 
verkleinert und sie eine runde Form angenommen hatten und nicht wie im stimulierten 
Zustand gross und aufgebläht aussahen. In diesem Stadium wurden die T-Lymphozyten 
restimuliert (siehe 2.2.2.5) und ihre Spezifität in einem Antigenspezifitätstest überprüft (siehe 
2.2.3.4). Die Restimulation der T-Lymphozyten wurde solange wiederholt bis im 
Antigenspezifitätstest eine eindeutig spezifische Reaktion auf eines oder mehrer Antigene zu 
verzeichnen war. Die so etablierten T-Zell-Linien konnten zur Klonierung von T-Zell-Klonen 
eingesetzt werden.  
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2.2.2.8 Generierung von T-Zell-Klonen durch „limited dilution“ 
 
Ein T-Zell-Klon ist eine Population von T-Lymphozyten, die von einer einzelnen parentalen T-
Zelle abstammt. Ziel des Klonierens ist es den Grad an genetischen und phänotypischen 
Variationen in einer Zellpopulation zu minimieren.  
Die Klonierung basiert auf der Expansion einer einzelnen T-Zelle. Die Klonierung erfolgte 
durch „limited dilution“. Hierbei wurden die Zellen so verdünnt, dass die daraus 
expandierende Population mit einer realistischen Wahrscheinlichkeit aus nur einer Zelle 
stammte. Die T-Zellen wurden spezifisch mit Antigen stimuliert (Lanzavecchia et al., 1983), 
(Kapsenberg et al., 1987). 
Zur Generierung von T-Zell-Klonen wurden bei Patient 1 und 2 frisch isolierte CD4+ T-
Lymphozyten (siehe 2.2.1.3), bei allen weiteren Klonierungen wurden T-Lymphozyten aus 
etablierten T-Zell-Linien verwendet (siehe 2.2.2.7). Die T-Lymphozyten wurden zunächst 
gewaschen und in Klonierungsmedium aufgenommen. Die Zellzahl wurde auf 2,5 Zellen/ml 
eingestellt. 200 µl dieser Zellsuspension wurde in 96-Loch Mikrotitrationsplatten überführt, so 
dass statistisch betrachtet 0,5 T-Zellen pro Loch bzw. eine T-Zelle in jedem zweiten Loch 
vorhanden war. Anschliessend wurden heterologe bestrahlte PBMC auf 20 x 106 Zellen/ml 
eingestellt und 20 µl dieser Zellsuspension (0,4 x 106 Zellen/Loch) als Feeder-Zellen 
hinzupipettiert. Das Antigen wurde in entsprechender Konzentration zugefügt und die Zellen 
inkubiert. Am folgenden Tag wurden 100 µl des Kulturüberstandes abgenommen und 
frisches Medium mit 0,4 x 106 Zellen heterologen bestrahlten PBMC zugesetzt. Pro 
Klonierungsansatz wurden mindestens acht bis zehn 96-Loch Mikrotitrationsplatten 
angesetzt, um so die Chance zu vergrößern, antigenspezifische T-Zell-Klone zu erhalten. 
Alle vier bis fünf Tage wurden 20 IE/ml rekombinantes humanes IL-2 hinzugefügt, um ein 
möglichst optimales Milieu zu erhalten und damit das Wachstum von T-Zell-Klonen zu 
fördern. Die Platten wurden täglich auf Kontaminationen durchgesehen und die Zellen 
stichprobenartig begutachtet. Nach einer Inkubationszeit von 14 bis 21 Tagen wurden die 
Kulturen mikroskopisch auf das Auswachsen von T-Zell-Klonen untersucht. Die wachsenden 
T-Zell-Klone wurden in frische 96-Loch Mikrotitrationsplatten überführt und restimuliert (siehe 
2.2.2.5), wobei hier 20 IE/ml rekombinantes humanes IL-2 hinzugefügt wurde, um auch 
weiterhin eine möglichst optimale Umgebung für die expandierenden T-Zell-Klone zu er-
halten. Die Kulturen wurden täglich mikroskopisch überwacht. Sobald proliferierende T-Zell-
Klone in den 96-Loch Mikrotitrationsplatten konfluent waren, wurden sie in 24-Loch Platten 
überführt und weiter expandiert. Wenn nach wiederholter Restimulation ausreichend T-Zell-
Klone zur Verfügung standen, konnten Antigenspezifitätstests (siehe 2.2.3.4) durchgeführt 
und die Charakterisierung der Zellen vorgenommen werden (siehe 2.2.4.1).  
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2.2.2.9 Etablierung einer B-Zell-Linie 
 
Da autologe PBMC der unterschiedlichen Patienten als antigenpräsentierende Zellen nur 
begrenzt zur Verfügung standen, wurden von mehreren Patienten B-Zell-Linien etabliert. Die 
Transformation erfolgte durch die Infektion peripherer B-Lymphozyten durch das Epstein-
Barr-Virus (EBV). Das EBV ist ein humanpathogenes herpesähnliches DNA-Virus, das zell-
spezifisch für B-Lymphozyten ist und diese transformieren kann, ohne dass die B-Lympho-
zyten infektiöse Viren produzieren. Die transformierten B-Lymphozyten konnten dann in 
grosser Zahl gezüchtet werden. Das Virus erhielt man aus dem Überstand der Marmoset-
Blutleukozytenlinie B95-8, die hohe Titer transformierender EBV in den Überstand entlässt. 
Die Zellsuspension dieser Zellen wurde abzentrifugiert, der Überstand abdekantiert und 
durch einen 0,45 µm-Filter sterilfiltriert. Der EBV enthaltende Überstand wurde portioniert in 
flüssigem Stickstoff gelagert.  
Zur Immortalisierung der B-Lymphozyten wurden 10 x 106 PBMC in 3 ml Kulturmedium für B-
Lymphozyten aufgenommen und mit 30 % (1 ml) des EBV enthaltenden Überstandes 
versetzt. Zudem wurde dem Medium 500 ng/ml Cyclosporin A zugesetzt, um das Wachstum 
EBV-spezifischer zytotoxischer T-Zellen zu unterbinden. Sobald erste Verbände 
(birnenförmiger) transformierter B-Zellen erkennbar waren, wurde Medium hinzugegeben, 
um den Gehalt an Cyclosporin A zu verringern. Die B-Zellen bilden während ihrer 
Kultivierung grosse Verbände, die sich aber beim Waschen der Zellen auflösen.  
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2.2.3 Funktionstests 
 
 
 
2.2.3.1 Proliferationshemmtest 
 
Zur Optimierung der Konzentrationsbereiche der verwendeten Testsubstanzen wurden 
Proliferationshemmtests durchgeführt. Es wurde die Inhibition der Proliferation von mit einem 
Mitogen vorstimulierten PBMC durch die Testsubstanzen bestimmt. Dazu wurden PBMC aus 
einem Buffy coat isoliert (siehe 2.2.1.1). Buffy coats sind Zellkonzentrate aus 500 ml Vollblut, 
die bei der Herstellung von Blutkonserven anfallen. Frisch isolierte PBMC wurden in Medium 
resuspendiert, die Zellzahl auf 1 x 106 Zellen/ml eingestellt und 200 µl dieser Zellsuspension 
in 96-Loch Mikrotitrationsplatten pipettiert. Die Zellen wurden 30 Minuten mit 10 µg/ml Phyto-
hämagglutinin (PHA) vorstimuliert, bevor die zu testenden Substanzen in unterschiedlichen 
Konzentrationen zugegeben wurden. Nach Inkubation der Zellen für 6 Tage wurde die 
Proliferation gemessen (siehe 2.2.3.2). 
 
 
 
2.2.3.2 Radioaktive Proliferationsmessung 
 
Die Aufnahme des radioaktiv markierten Basenanalogs 3H-Thymidin (Caron und Sarkany, 
1965) korreliert gut mit der Proliferation von Lymphozyten. Als Mass für die Zellproliferation 
wurde der Einbau von radioaktiv markiertem 3H-Thymidin gemessen. Jedem Ansatz wurden 
30 µl 3H-Thymidin (1 mCi/ml = 37 mBq/ml) hinzugegeben und die Zellen für weitere 16 bis 18 
Stunden inkubiert. Danach wurden die Zellen aus der 96-Loch-Mikrotitrationsplatte auf einen 
Filter gezogen und mehrmals mit H2O dest. gewaschen. Der Filter wurde bei 90°C auf einer 
Heizplatte getrocknet bis das Wasser vollständig verdampft war. Anschliessend wurde der 
Filter in eine Plastikhülle überführt und es wurden 4,5 ml Szintillationsflüssigkeit zugegeben. 
Die Szintillationsflüssigkeit wurde mit einem Roller vorsichtig gut verteilt, so dass der 
gesamte Filter möglichst luftblasenfrei bedeckt war und danach eingeschweisst. Die pro 
Ansatz während der Proliferation in die DNA inkorporierte Radioaktivität wurde in einem β-
Szintillationscounter als counts per minute gemessen. Die Auswertung der Ergebnisse 
erfolgte standardgemäss durch die Bestimmung des Stimulationsindex (SI), der aus dem 
Quotient der Mittelwerte (cpm) von Ansätzen mit Antigen und Ansätzen ohne Antigen 
gebildet wird. Ein Test wurde als positiv gewertet, wenn die Proliferation der stimulierten 
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Zellen mindestens doppelt so hoch war wie die Proliferation der nicht-stimulierten Zellen und 
somit von einer Verdopplung der Zellzahl ausgegangen werden konnte (Nyfeler und Pichler, 
1997), (Sieben et al., 1999), (Pichler und Tilch, 2004). 
 
SI = Ansatz mit Antigen [cpm] / Ansatz ohne Antigen [cpm] 
 
 
 
2.2.3.3 Lymphozytentransformationstest (LTT) 
 
Zur Überprüfung der antigenspezifischen Proliferation von T-Lymphozyten wurden 
Lymphozytentransformations-Tests (LTT) durchgeführt. Hierzu wurden frisch isolierte PBMC 
(siehe 2.2.1.1) von Patienten oder Kontrollpersonen (siehe 2.1.1) in Kulturmedium 
resuspendiert, auf eine Zellzahl von 1 x 106 Zellen/ml eingestellt und 200 µl dieser 
Zellsuspension in 96-Loch Mikrotitrationsplatten pipettiert (2 x 105 Zellen pro Ansatz). 
Anschliessend wurden 20 µl der entsprechenden Antigenverdünnungen hinzugegeben. Als 
Negativkontrollen wurden die Zellen ohne Zusatz von Antigen inkubiert, das Volumen wurde 
mit Kulturmedium ausgeglichen. Zur Überprüfung der Funktionalität des Tests wurden zwei 
weitere Kontrollen mitgeführt. Als Positivkontrolle wurde das Mitogen Phytohämagglutinin 
(PHA) in einer Endkonzentration von 10 µg/ml und als Kontrolle für die Aktivität der T-
Lymphozyten wurde Tetanustoxoid (TT) (4,2 IE/ml) eingesetzt. Alle Ansätze wurden 
mindestens in Triplikaten angesetzt. Nach einer Inkubation von sechs Tagen erfolgte die 
Messung der Proliferation (siehe 2.2.3.2). Die Positivkontrollen wurde ab einem SI > 2 
gewertet. 
 
 
 
2.2.3.4 Antigenspezifitätstest 
 
Zur Überprüfung der Antigenspezifität von T-Zell-Linien und T-Zell-Klonen wurden 
Proliferationsmessungen nach Inkubation mit den entsprechenden Antigenen durchgeführt. 
Die T-Zellen sollten mikroskopisch überprüft werden und erst in den Antigenspezifitätstest 
eingesetzt werden, wenn ihre Grösse sich verkleinert und sie eine runde Form angenommen 
haben und nicht wie im stimulierten Zustand groß, aufgebläht und teilweise sogar 
birnenförmig aussahen. Pro Ansatz wurden 0,5 bis 1 x 105 T-Zellen und 1,25 bis 2,5 x 105 
antigenpräsentierende Zellen in Form von bestrahlten PBMC oder B-Zell-Linien in 96-Loch 
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Mikrotitrationsplatten pipettiert und mit 20 µl der entsprechenden Antigenverdünnung 
versetzt. Das Endvolumen pro Ansatz betrug 200 µl. Nach einer Inkubation von 48 Stunden 
wurde die Proliferation gemessen (siehe 2.2.3.2). Als Negativkontrolle wurden die Zellen 
ohne Zusatz von Antigen inkubiert. Als Positivkontrolle wurde das Mitogen PHA in einer 
Endkonzentration von 10 µg/ml zugesetzt. Zur Überprüfung der Spezifität der T-Zellen wurde 
TT (4,2 IE/ml) eingesetzt. Die T-Zellen wurden als antigenspezifisch bezeichnet, wenn sie für 
TT einen SI < 2 aufwiesen und mit einem SI > 2 auf eins oder mehrere Antigene reagierten.  
 
 
 
2.2.3.5 Nachstimulation mit CD3/CD28  
 
Um die Proliferation von antigen-spezifischen T-Lymphozyten zu verstärken, wurde eine 
Nachstimulation mit dem Dynabeads® CD3/CD28 T-Tell-Expander durchgeführt.  
Nach 5 Tagen Inkubation des LTT (siehe 2.2.3.3) wurde 1 µl CD3/CD28 Dynabeads pro 
Ansatz für eine weitere Inkubationsdauer von 24 Stunden hinzugegeben. Danach wurde die 
Proliferation bestimmt (siehe 2.2.3.2).  
 
 
 
2.2.3.6 Stimulation mit Sonic Hedgehog (Shh)  
 
Durch die exogene Zugabe von Sonic Hedgehog (Shh) sollte die antigen-spezifische 
Proliferation von T-Lymphozyten verstärkt werden. 
Humanes rekombinantes Shh wurde in einer Endkonzentration von 0,1 µg/ml am Beginn der 
Inkubation der T-Lymphozyten hinzugegeben. Nach der Inkubation wurde die Proliferation 
gemessen (siehe 2.2.3.2). 
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2.2.3.7 Suppressionassay 
 
Der Suppressionassay diente dazu, die Inhibition der Proliferation von CD4+CD25- Zellen 
durch CD4+CD25+ Tregs zu bestimmen. Die einzelnen Zellfraktionen wurden wie unter 2.2.1.5 
beschrieben isoliert. CD4+CD25- Zellen wurden in einem Verhältnis von 4:1, 2:1 und 1:1 mit 
CD4+CD25+ Tregs inkubiert. Es wurden 7,5 x 104 CD4+CD25- Zellen pro Loch eingesetzt. Die 
Menge der eingesetzten CD4+CD25+ Tregs variierte, so dass man die Zellen in einem 
Verhältnis von 4:1, 2:1 und 1:1 (CD4+CD25- : CD4+CD25+ Tregs) zusammengab. Der Zell-
suspension wurden 1 µl CD3/CD28 Dynabeads zugesetzt. Als Positivkontrolle wurden 
CD4+CD25- Zellen ohne Zugabe von CD4+CD25+ Tregs mit CD3CD28 stimuliert. Die 
CD4+CD25+ Tregs wurden als Negativkontrolle mit CD3CD28 stimuliert, wobei man davon 
ausging, dass diese Zellen sich nicht stimulieren ließen. Bei Messung der Inhibition der 
Proliferation nach Stimulation mit einem Antigen wurden 16 x 104 CD4+CD25- Zellen pro 
Ansatz eingesetzt und entweder 8 x 104 CD4+CD25- Zellen oder 8 x 104 CD4+CD25+ Tregs, so 
dass eine Verhältnis von 2:1 (CD4+CD25- : CD4+CD25+ Tregs) vorlag, zugegeben. Der 
Zellsuspension wurde Antigen in entsprechender Konzentration zugesetzt. Als Negativ-
kontrolle wurden die Zellen ohne Zusatz von Antigen inkubiert. Als Positivkontrolle wurden 
keine CD4+CD25+ Tregs hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 48 Stunden wurde die 
Proliferation bestimmt (siehe 2.2.3.2).  
 
 
 
2.2.4 Charakterisierung der Zellen 
 
 
2.2.4.1 Messung von Oberflächenmarkern 
 
Zur phänotypischen Charakterisierung der T-Lymphozyten wurden spezifische 
Oberflächenmarker in der Durchflusszytometrie (FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter)) 
gemessen.  
Die Durchflusszytometrie ermöglicht das Zählen und die Analyse von physikalischen und 
molekularen Eigenschaften von Partikeln (Zellen, Kunststoffkügelchen usw.) in einem 
Flüssigkeitsstrom. Eine Hauptanwendung der Durchflusszytometrie ist die fluoreszenz-
aktivierte Zellanalyse, die mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Proben (Antikörper, 
Rezeptoren usw.) spezifische Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen auf Einzelzell-
ebene analysieren kann, indem sie die quantitative Bestimmung von Oberflächenmolekülen 
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und intrazellulären Proteinen ermöglicht. Zur Analyse werden die Zellen einzeln an einem 
gebündelten Laserstrahl bestimmter Wellenlänge vorbeigeleitet, wodurch die Elektronen des 
gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffes angeregt und auf ein höheres Energieniveau angehoben 
werden. Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie in Form von 
Photonen auf ihr ursprüngliches Energieniveau zurück, wobei die emittierte Photonen-
konzentration durch einen Photodetektor gemessen wird. Sie verhält sich proportional zur 
Menge an gebundenem Antikörper. Eine gleichzeitige Messung mit unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarbstoffen ist möglich, da sie sich zwar bei gleicher Wellenlänge anregen 
lassen, aber über charakteristische Emmissionsspektren verfügen. Zusätzlich erhält man 
durch die Lichtstreuung Informationen über die Zellgrösse und die Zellstruktur (Granularität 
usw.) der Zellen. 
 
Je nachdem wie viele Zellen für die Charakterisierung zur Verfügung standen wurden pro 
Ansatz zwischen 2 x 105 und 2,5 x 104 T-Lymphozyten verwendet. Die Zellen wurden gezählt 
und dass den Zellen, die eingesetzt werden sollten, entsprechende Volumen aus der Kultur 
entnommen und in 15 ml Falconröhrchen überführt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen 
und 10 Minuten bei 245 g abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet 
so in PBS resuspendiert, dass 50 µl dieser Zellsuspension die pro Ansatz vorgesehene 
Zellzahl enthielten. 50 µl dieser Zellsuspension wurden in Eppis vorgelegt, wobei es sehr 
wichtig war, die Suspension stets gut zu resuspendieren. Anschliessend wurden 5 µl pro 
Antikörper hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation von 30 Minuten bei Raumtemperatur im 
Dunkeln. Nach der Inkubation wurde pro Ansatz 1 ml PBS zugegeben und 15 Sekunden bei 
1400 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in 300 µl PBS 
resuspendiert und in FACS-Röhrchen überführt. Die Proben sollten bis zur Messung 
möglichst im Dunkeln aufbewahrt werden.  
Die Messung der Fluoreszenz erfolgte im FACSCalibur mittels der Cell Quest Software 
(Becton Dickinson, Heidelberg, D) nach Angaben des Herstellers. Auch zur Auswertung der 
Daten wurde die Cell Quest Software verwendet.  
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2.2.4.2 Bestimmung von Zytokinen und Chemokinen mittels 
Cytometric Bead Array (CBA) 
 
Beim CBA handelt es sich um einen partikelbasierten Immunoassay, der es ermöglicht 
lösliche Produkte, wie z. B. Zytokine im Zellkulturüberstand quantitativ zu bestimmen. Vom 
Prinzip her funktioniert der Test ähnlich wie ein Sandwich ELISA, der Capture-Antikörper ist 
jedoch nicht an eine Mikrotitrationsplatte gebunden, sondern an ein Polymerkügelchen 
(Bead) gekoppelt. Jeder Bead ist mit einem Antikörper beschichtet, der spezifisch für ein 
bestimmtes Protein ist und dieses effektiv einfangen und binden kann. Die Beads tragen 
zusätzlich Fluoreszenzmoleküle, wodurch sie in einem Durchflusszytometer eindeutig 
identifizierbar sind. Sie unterscheiden sich in ihren Fluoreszenzeigenschaften und ihrer 
Grösse. So ist es möglich, mehrere Proteine gleichzeitig in einem geringen Probenvolumen 
quantitativ zu bestimmen. Da nicht soviel Probenvolumen zur Verfügung stand und beim 
CBA 50 µl Probenvolumen ausreichend sind, um mehrere Zytokine bzw. Chemokine zu 
messen, wurde aus quantitativen Gründen der CBA anstatt der ELISA verwendet. 
 
 
Messung von Zytokinen mittels CBA 
Mit diesem Test wurden humane Th1 und Th2 Zytokine im Zellkulturüberstand gemessen. 
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNFα und IFNγ wurden quantitativ bestimmt. Es wurden sechs Bead-
Gruppen mit unterschiedlichen Fluoreszenzintensitäten, die mit spezifischen Antikörpern für 
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNFα und IFNγ beschichtet waren, eingesetzt.  
Der humane Th1/Th2 Zytokin-Standard lag lyophilisiert vor. Er wurde mit 200 µl 
Verdünnungspuffer versetzt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ausgangs-
konzentration betrug 5 x 104 pg/ml. Der Standard wurde nach Angaben des Herstellers in 
einer seriellen Verdünnung verdünnt. 10 µl von jedem Bead wurden pro Probe gemischt und 
in einem FACS-Röhrchen vorgelegt. 50 µl PE-Detektions-Reagenz wurden zugegeben und 
die Suspension kurz gevortext. Anschliessend wurden 50 µl Standard bzw. Probe in die 
vorbereiteten FACS-Röhrchen pipettiert und die Ansätze 3 Stunden bei Raumtemperatur im 
Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurde 1 ml Waschpuffer zugefügt, 5 Minuten bei 
245 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 300 µl Waschpuffer 
resuspendiert und nach Angaben des Herstellers im Durchflusszytometer gemessen. Zur 
Einstellung des Gerätes wurden sogenannte „Setup Beads“ nach Angaben des Herstellers 
verwendet und zwar eine ungefärbte Kontrolle, eine FITC Positivkontrolle und eine PE 
Positivkontrolle.  
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Abb. 2.2 Cytometric Bead Array (CBA): Dargestellt sind die sechs Bead-Gruppen mit 
unterschiedlichen Fluoreszenzintensitäten, die mit spezifischen Antikörpern für IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, 
TNFα und IFNγ beschichtet sind 
 
 
 
 
Abb. 2.3 Cytometric Bead Array (CBA): Kontrollen und Standards: 
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Messung von Chemokinen mittels CBA 
Mit diesem Test wurden humane Chemokine im Zellkulturüberstand gemessen. IL-8, 
RANTES (CCL-5), MIG (CXCL-9), MCP-1 (CCL-2) und IP-10 (CXCL-10) wurden quantitativ 
bestimmt. Es wurden fünf Bead-Gruppen mit unterschiedlichen Fluoreszenzintensitäten, die 
mit spezifischen Antikörpern für CXCL-8/IL-8, CCL-5/RANTES, CXCL-9/MIG, CCL-2/MCP-1 
und CXCL-10/IP-10 beschichtet waren, eingesetzt.  
Der humane Chemokin-Standard lag lyophilisiert vor. Er wurde mit 200 µl Verdünnungspuffer 
versetzt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ausgangskonzentration betrug 
2,5 x 104 pg/ml. Der Standard wurde nach Angaben des Herstellers in einer seriellen 
Verdünnung verdünnt. 10 µl von jedem Bead wurden pro Probe gemischt und in einem 
FACS-Röhrchen vorgelegt. 50 µl PE-Detektions-Reagenz wurden zugegeben und die 
Suspension kurz gevortext. Anschliessend wurden 50 µl Standard bzw. Probe in die 
vorbereiteten FACS-Röhrchen pipettiert und die Ansätze 3 Stunden bei Raumtemperatur im 
Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurde 1 ml Waschpuffer zugefügt, 5 Minuten bei 
245 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 300 µl Waschpuffer 
resuspendiert und nach Angaben des Herstellers im Durchflusszytometer gemessen. Zur 
Einstellung des Gerätes wurden sogenannte „Setup Beads“ nach Angaben des Herstellers 
verwendet und zwar eine ungefärbte Kontrolle, eine FITC Positivkontrolle und eine PE 
Positivkontrolle.  
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1  Bestimmung der optimalen Testkonzentration zur Erfassung 
der antigenspezifischen T-Zellproliferation 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die antigenspezifische Stimulation von T-Lymphozyten in 
peripheren mononuklären Blutzellen (PBMC), T-Zell-Linien und monoklonalen T-Zell-Klonen 
auf verschiedene Arylamine durch Messung der antigenstimulierten T-Zellproliferation be-
stimmt. Es wurde zunächst ausgeschloßen, dass unspezifische Faktoren das Ergebnis be-
einflußen oder gar verfälschen konnten. Es ist bekannt, dass zu hohe und zu niedrig ge-
wählte Konzentrationen einen maßgeblichen Einfluss auf das Ergebnis nehmen können 
(Dutton et al., 1998), (Rothman et al., 1998), (Hobeika et al., 2001), (Kilgore et al., 2004). 
Beispielsweise können T-Lymphozyten je nach Konzentration des eingesetzten Antigens 
unterschiedliche Reaktionen zeigen. Bei zu hohen Konzentrationen kann ihre Proliferation 
gehemmt werden. Ist die Konzentration des Antigens hingegen zu niedrig oder werden die T-
Zellen aus einem anderen Grund, wie z. B. einem unzureichenden kostimulatorischen Signal 
der antigenpräsentierenden Zelle, nicht adäquat stimuliert, können die Zellen in Anergie ver-
fallen und proliferieren ebenfalls nicht (Kaufmann et al., 1999), (Macian et al., 2004). Um 
solche Einflüsse so gering wie möglich zu halten und eine optimale Stimulation der Zellen zu 
erreichen, wurde der Konzentrationsbereich der Testsubstanzen optimiert.  
Um die unterschiedlichen Substanzen bezüglich ihrer Bioverfügbarkeit vergleichen zu 
können, wurden zunächst Lösungsversuche durchgeführt. Die Testsubstanzen zeigten unter-
schiedliches Lösungsverhalten. Para-Phenylendiamin (PPD), para-Toluylendiamin (PTD) 
und Dispersionsorange 3 (DO) lösten sich gut in Kulturmedium, wohingegen andere Sub-
stanzen insbesondere Bandrowski´s Base (BB), 4-Aminoazobenzol (AAB), Bismarckbraun Y 
(BBY) und Diaminodiphenylmethan (DDM) (chemische Strukturformeln siehe 1.2.3) nicht 
vollständig in Kulturmedium gelöst werden konnten. In Lösungsversuchen mit Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) zeigte sich, dass sich diese Substanzen auch durch den Einsatz eines 
Lösungsvermittlers nicht vollständig lösten. Da die nur teilweise gelösten Substanzen jedoch 
unabhängig von Lösungsvermittlern Stimulationen in T-Lymphozyten induzierten, wurde auf 
den Einsatz von Lösungsvermittlern vollständig verzichtet. Alle Substanzen wurden in un-
modifizierter Form nach Lösen in Kulturmedium verwendet. 
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Zur Optimierung der Konzentrationsbereiche der Testsubstanzen wurden PBMC mit dem 
Mitogen Phytohämagglutinin (PHA 10 µg/ml) intensiv zur Proliferation angeregt (Nowell, 
1959). Nach 30 Minuten wurden die Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen 
ebenfalls hinzugegeben und nach Inkubation die Proliferation durch Messung des Einbaus 
von 3H-Thymidin in die DNA nachgewiesen (siehe 2.2.3.2). Bei einer Verringerung der PHA-
induzierten Proliferation im Vergleich zu den Kontrollzellen, die nicht mit den Testsubstanzen 
behandelt worden waren, wurden die entsprechenden Konzentrationen nicht weiter berück-
sichtigt.  
Die Testsubstanzen wurden im Vorversuch über einen Konzentrationsbereich von 0,05 µM 
bis 1000 µM getestet. Die Untersuchungen ergaben, dass bei Behandlung der Zellen mit 
PPD, BB oder PTD die PHA-induzierte Proliferation bereits ab einer Konzentration von 
50 µM beeinträchtigt wurde. Bei AAB, DO, BBY oder DDM hingegen trat eine Hemmung der 
Proliferation erst ab einer Konzentration von 100 µM auf. In Abbildung 3.1 sind exemplarisch 
die Ergebnisse der Proliferationshemmtests von PPD und DO dargestellt.  
 
Dieser Hemmtest wurde mit PBMC, also einem Zellgemisch durchgeführt, das spenderab-
hängig zwischen 20 bis 40 % T-Lymphozyten enthält. Da die T-Lymphozyten nicht als ge-
sonderte Fraktion einem Proliferationshemmtest unterzogen wurden, ist eine direkte Aus-
sage über die Hemmung der PHA-induzierten Proliferation von T-Zellen durch die Sub-
stanzen nur eingeschränkt möglich. Es ist jedoch anzunehmen, dass sich T-Lymphozyten 
toleranter gegenüber ihrem spezifischen Antigen verhalten als PBMC. Da in dieser Arbeit in 
erster Linie die Reaktionen von sensibilisierten T-Lymphozyten untersucht wurden und die 
eingesetzte Menge an Testsubstanz hoch genug sein sollte, um eine Stimulation der T-
Lymphozyten hervorzurufen, wurden in den folgenden Versuchen für alle Substanzen Kon-
zentrationen zwischen 1 µM und 50 µM eingesetzt. 
Aufgrund dieser Voruntersuchungen wurde in den Folgeuntersuchungen, falls nach 
Stimulation mit einem Antigen in verschiedenen Konzentrationen keine Proliferation ver-
zeichnet werden konnte, davon ausgegangen, dass keine stimulierbaren Zellen in der 
Population vorlagen oder nur in so geringer Menge vorhanden waren, dass sie mit der ange-
wandten Methode und Versuchsdauer nicht nachweisbar waren.  
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Abb. 3.1 Proliferationshemmtest: exemplarisch sind die Ergebnisse der Proliferations-
hemmung von PPD und DO dargestellt. Mit PHA (10 µg/ml) behandelte PBMC (1 x 106 Zellen/ml) 
wurden mit den Antigenen in verschiedenen Konzentrationen inkubiert und die Inhibition der PHA-in-
duzierten Proliferation durch Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. PPD hemmte bereits bei 50 µM die 
PHA-stimulierte Proliferation, wohingegen DO erst ab 100 µM Hemmeffekte zeigte.  
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3.2  Stabilität der Spezifität von T-Lymphozyten in vitro 
 
 
3.2.1 Einfluß der Kulturdauer auf die Antigenspezifität von T-
Lymphozyten 
 
Zur Generierung von antigenspezifischen T-Zell-Linien (TCL) und T-Zell-Klonen (TCC) war 
es notwendig die T-Lymphozyten über einen längeren Zeitraum in vitro zu kultivieren. Es 
wurde daher zunächst sichergestellt, dass die T-Lymphozyten durch die Kultivierung ihre 
Spezifität und Reaktionsfähigkeit nicht veränderten.  
Dabei zeigte sich, dass sich durch die in vitro Kultivierung und mehrmalige Restimulation die 
Spezifität der Zellen über einen Zeitraum von zwei Monaten nicht veränderte. In Abbildung 
3.2 ist exemplarisch die antigenstimulierte Proliferation einer T-Zell-Linie nach zweiwöchiger 
und sechswöchiger in vitro Kultivierung dargestellt (siehe 2.2.3.4). Die Kultivierung hatte 
keinen Einfluß auf die Spezifität der T-Zell-Linie. 
Während der weiteren in vitro Kultivierung wurde die Antigenspezifität der eingesetzten T-
Zell-Linien und T-Zell-Klone regelmäßig überprüft. Die in vitro Kultivierung wurde möglichst 
auf eine Dauer von zwei Monaten begrenzt. 
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Abb. 3.2 Antigenstimulierte T-Lymphozytenproliferation nach zweiwöchiger (A) und 
sechswöchiger (B) in vitro Kultivierung: Eine T-Zell-Linie (0,5 x 106 Zellen/ml) wurde mit AAB 
inkubiert und es wurde die antigenspezifische Proliferation nach zwei Wochen und sechs Wochen 
Kultur bestimmt. Die Proliferation wurde auf der y-Achse als counts per minute (cpm) und die 
getesteten Substanzen auf der x-Achse dargestellt (Balken hellblau= SI ≥ 2). A) Nach zwei Wochen 
Kultur ohne Restimulation zeigte die TCL eine spezifische Reaktion auf AAB. B) Nach sechs Wochen 
Kultur und zwei Restimulationen reagierte die TCL wiederum spezifisch nur auf AAB. Die in vitro 
Kultivierung und Restimulation hatte demnach keinen Einfluss auf die Spezifität der TCL. 
 
 
 
3.2.2 Einfluß der Kryokonservierung auf die Antigenspezifität 
von T-Zell-Klonen 
 
Da T-Zell-Klone (TCC) in vitro außerordentlich empfindlich sind aber trotzdem einige TCC für 
weitere Untersuchungen immer wieder gelagert werden mußten, wurde exemplarisch ge-
testet, ob sich die Antigenspezifität von TCC durch ein- bis dreijährige Lagerung in flüssigem 
Stickstoff veränderte. Dazu wurden T-Zell-Klone, die zweieinhalb Jahre in flüssigem Stick-
stoff gelagert wurden, aufgetaut und über acht Wochen in vitro kultiviert, während dieser Zeit 
zweimal restimuliert (siehe 2.2.2.5) und Antigenspezifitätstests (siehe 2.2.3.4) durchgeführt. 
Von den 16 TCC waren vor dem Einfrieren sieben Klone spezifisch für PPD und neun Klone 
spezifisch für BB. Vier der 16 TCC zeigten nach dem Auftauen überhaupt keine Proliferation 
mehr, interessanterweise reagierten diese Klone ursprünglich alle spezifisch auf BB. Zwölf 
Klone proliferierten, von denen elf Klone ihre Spezifität behielten. Nur ein Klon reagierte 
Ergebnisse 
 
 
 66 
anstatt auf PPD auf PTD (siehe Tab 3.1). Insgesamt betrachtet, wurden 69 % der TCC durch 
die langfristige Lagerung in flüssigem Stickstoff weder in ihrer Proliferationsfähigkeit noch in 
ihrer Spezifität beeinträchtigt. 
 
 
 
Tab. 3.1 Vergleich der Spezifität von T-Zell-Klonen vor und nach langfristiger Lagerung in 
flüssigem Stickstoff 
 
T-Zell-Klon 
 
Spezifität 
 
 
vor der Lagerung in 
flüssigem Stickstoff 
nach zweieinhalb-jähr-
iger Lagerung und er-
neuter Kultivierung 
   
1 PPD PPD 
2 PPD PPD 
3 PPD PTD 
4 PPD PPD 
5 PPD PPD 
6 PPD PPD 
7 PPD PPD 
8 BB BB 
9 BB keine Reaktion 
10 BB keine Reaktion 
11 BB BB 
12 BB keine Reaktion 
13 BB BB 
14 BB BB 
15 BB keine Reaktion 
16 BB BB 
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3.3 Charakteristika der untersuchten Personen 
 
 
Arylamine stellen als Auslöser für die allergische Kontaktdermatitis durch ihr ubiquitäres Vor-
kommen ein signifikantes klinisches Problem dar (Soni and Sherertz, 1996) (siehe 1.2.3). 
Das Arylamin para-Phenylendiamin (PPD) rangiert auf Platz sieben der 20 häufigsten 
Kontaktallergene (UBA, 2003) und wurde in der Vergangenheit auch in Deutschland als 
„Indikatorsubstanz“ für para-Substanzen in der Standardreihe des Epikutantests angewendet 
(siehe 1.2.1). Aus diesem Grund war das anfängliche Auswahlkriterium eine mindestens 
einfach positive Reaktion auf PPD im Epikutantest nach 48 bis 96 stündiger Einwirkzeit. 
Insgesamt wurden 19 auf PPD sensibilisierte Personen, die an allergischer Kontaktdermatitis 
litten, untersucht. 
 
Es besteht die Möglichkeit, dass Parameter wie Alter oder Geschlecht die T-Zellantworten 
der Testpersonen beeinflussen. In der Tabelle 3.2 sind die Charakteristika der untersuchten 
Fälle dargestellt. Das Alter der untersuchten Personen bewegte sich zwischen 24 und 91 
Jahren, wobei das Durchschnittsalter bei 51 Jahren lag. Elf Personen waren weiblich und 
sieben männlich. In einem Fall waren die entsprechenden Angaben nicht zugänglich. 
Mögliche Expositionen, die zur Sensibilisierung beigetragen haben könnten, waren sowohl 
im privaten als auch im beruflichen Bereich (z. B. Friseur) zu finden. Bei über 30 % der unter-
suchten Patienten lag eine Exposition mit PPD durch Haarfärbemittel vor. Ein Patient erlitt 
eine allergische Kontaktdermatitis nach einer Henna-Tätowierung und nochmaliger 
Exposition mit Haarfärbemitteln. 
Von den 19 untersuchten Patienten zeigten fünf eine dreifach positive Reaktion, elf eine 
zweifach positive Reaktion und drei eine einfach positive Reaktion auf PPD im Epikutantest 
(siehe Tab. 3.2).  
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Tab. 3.2 Charakteristika der untersuchten PPD sensibilisierten Personen 
 
Fall Geburtsjahr Geschlecht Epikutantest  Expositionsart 
   PPD  
     
1 1980 w +++ beruflich (Friseurin) 
2 1949 w ++ eventl. Geldnoten (Bankangestellte) 
3 1913 w ++ nicht bekannt 
4 1979 m ++ Life style bedingt (Tattoo, Haarfärbung) 
5 1971 w ++ beruflich (Friseurin) 
6 1955 w ++ nicht bekannt 
7 1943 w ++ nicht bekannt 
8 1952 w +++ eventl. Farbstoffkontakt (Näherin) 
9 1936 m ++ nicht bekannt 
10 1963 m +++ nicht bekannt 
11 1941 w + nicht bekannt 
12 - - ++ nicht bekannt 
13 1924 w + nicht bekannt 
14 1973 w +++ Life style bedingt (Haarfärbung) 
15 1956 m ++ nicht bekannt 
16 1968 m ++ beruflich (Friseur) 
17 1964 w +++ nicht bekannt 
18 1967 m ++ nicht bekannt 
19 1959 m + nicht bekannt 
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3.4 Optimierung der antigen-spezifischen Proliferationsantworten 
von T-Lymphozyten in vitro 
 
In vivo Testsysteme wie der Epikutantest dienen zwar als zuverlässige Indikatoren für die 
Detektion einer Sensibilisierung, allerdings besteht bei einer invasiven Methode ein gewisses 
Risiko. So kann es bei bestimmten Personen möglicherweise zu einer aktiven 
Sensibilisierung kommen. Auch eine sehr starke Reaktion bei einer bereits sensibilisierten 
Person kann nicht komplett ausgeschlossen werden (Nyfeler und Pichler, 1997). In den 
letzten Jahrzehnten wurden daher verschiedene in vitro Methoden wie beispielsweise der 
Migration inhibition test (Jordan and Dvorak, 1976), (Rytter and Hausten, 1982) und der 
Lymphozytentransformationstest (LTT) (Byres et al., 1979) entwickelt, um Hyper-
sensibilisierungsreaktionen zu evaluieren. Der LTT wird vereinzelt als in vitro Testsystem zur 
Erfassung von Sensibilisierungen in der klinischen Diagnostik eingesetzt. Dies gilt ins-
besondere für bestimmte Medikamente, Nickel, Urushiol und PPD (Everness et al., 1990), 
(Nyfeler und Pichler, 1997), (Pichler und Tilch, 2004). Das Testsystem beruht auf der 
Beobachtung, dass T-Lymphozyten, nachdem sie mit Antigen stimuliert wurden, zu Blast-
Zellen transformieren. Es gibt verschiedene Möglichkeiten die antigen-spezifisch induzierte 
Transformation zu quantifizieren. Sowohl der Einbau des radioaktiv markierten Basen-
analogs 3H-Thymidin (Caron und Sarkany, 1965) als auch des nicht-radioaktiven 5´-Bromo-
2-deoxy-uridin (Magaud et al., 1988) in die DNA korreliert gut mit der Proliferation von 
Lymphozyten. Die radioaktive Meßmethode erwies sich jedoch bei der Messung der 
Proliferation von T-Lymphozyten als sensitiver und wurde hier als Maß für die Zell-
proliferation eingesetzt (siehe 2.2.3.2).  
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3.4.1 Spezifität der in vitro Proliferation 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst die immunogene Kapazität von PPD in vitro 
untersucht, indem die Proliferationsantworten von T-Lymphozyten aus dem Blut von PPD 
sensibilisierten Personen nach Stimulation mit PPD bestimmt wurden. Durch den Vergleich 
der gewonnenen in vitro Ergebnisse mit den in vivo Daten aus dem Epikutantest war die 
Möglichkeit gegeben die Spezifität der in vitro Proliferation abzuschätzen.  
Die Stimulationsindizes bei den Proliferationsantworten nach Stimulation mit PPD reichten 
von 2,1 bis 49,3. Bei 100 % der Patienten, die im Epikutantest ein dreifach positives 
Ergebnis zeigten, wurde eine positive Proliferationsantwort in vitro nach Stimulation mit PPD 
nachgewiesen. Bei 75 % der Patienten mit einem zweifach positiven Ergebnis im Epikutan-
test konnte eine signifikante PPD-induzierte Proliferation im LTT erzielt werden. Dagegen 
konnte bei den Patienten, die ein einfach positives Ergebnis im Epikutantest zeigten, keine 
signifikante Proliferation auf PPD in vitro gemessen werden. Aus diesem Grund wurde mit 
den T-Lymphozyten der Patienten, die nur eine einfach positive Reaktion im Epikutantest 
aufwiesen, nicht weitergearbeitet. Die Testspezifität lag hier bei 83 %. 
Insgesamt wurden 27 positive Reaktionen auf verschiedene Arylamine im Epikutantest 
erzielt (siehe Tab 3.3). Davon konnte in neun Fällen im LTT keine positive Reaktion nach-
gewiesen werden. Fünf Epikutantestungen fielen negativ aus, wobei davon nur einmal eine 
falsch positive Reaktion im LTT zu verzeichnen war. Die Reaktion wurde als falsch positiv 
bezeichnet, da keine positive Reaktion auf diese Substanz im Epikutantest vorlag, aber eine 
positive Proliferationsantwort mit der entsprechenden Substanz im LTT erzielt werden 
konnte.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht diesen in vitro Proliferationstest sensitiver zu ge-
stalten, indem verschiedene Strategien verfolgt wurden, um die Proliferationsantwort von 
antigen-spezifischen T-Lymphozyten gezielt zu verstärken. 
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Tab. 3.3 Vergleich von in vivo Testung und in vitro Ergebnissen 
 
Fall Substanz Epikutantest LTT (SI) 
        
1 PPD +++ 2,7 
 PTD ++  neg 
2 PPD ++ 2,2 
3 PPD ++ 2,1 
4 PPD ++ 4,5 
 PTD + neg 
 AAB ++ 3 
 DO ++ 3,3 
 DY + 3,3 
 DDM + 2,2 
 MBT ++ neg 
5 PPD ++ neg 
6 PPD ++ neg 
 PTD + 8,1 
 AAB +++ 3,5 
 DO +  neg 
 DY neg neg 
 DDM +++ neg 
7 PPD ++ 3,3 
8 PPD +++ 4 
 DB 106 neg neg 
 DB 124 neg neg 
9 PPD ++ 9,4 
10 PPD +++ 6,3 
11 PPD + neg 
12 PPD ++ 2,1 
13 PPD + neg 
 DDM ++ 2,7 
14 PPD +++ 49,3 
 PTD +++ 43,1 
 DDM neg 4,1 
 MBT neg neg 
In der Tabelle sind die in vivo Daten aus dem Epikutantest und die in vitro erzielten Proliferations-
antworten auf die verschiedenen getesteten Substanzen gegenübergestellt. Es sind nur Ergebnisse 
der Epikutantestung aufgelistet, die ebenfalls im LTT getestet wurden. Die Proliferation der Zellen ist 
als Stimulationsindex (SI) dargestellt, wobei alle Ergebnisse mit einem SI ≥ 2 als positiv gewertet 
wurden. 
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3.4.2 Verwendung von CD3CD28 als Proliferationsverstärker 
 
Es ist bekannt, dass auch moderate Erhöhungen der Proliferation auf eine Sensibilisierung 
hinweisen können (Pichler and Tilch, 2004). Die Deutung solcher Ergebnisse ist jedoch 
schwierig. Wird nur ein leichter Proliferationsanstieg nach der in vitro Stimulation mit der 
Testsubstanz gemessen, ist es möglich, dass tatsächlich keine Sensibilisierung vorliegt. 
Andererseits besteht jedoch die Möglichkeit, dass die Anzahl der auf die Testsubstanz 
spezifischen T-Lymphozyten im Blut so gering ist, dass sie unter der Detektionsgrenze liegt, 
das Ergebnis deswegen negativ ausfällt und eine Sensibilisierung übersehen wird. Durch 
den Einsatz von CD3CD28-Antikörpern bekommen die Zellen ein für die Aktivierung not-
wendiges kostimulatorisches Signal (Lenschow et al., 1996), (Greenfield et al., 1998), wo-
durch versucht wurde die Proliferation von antigenspezifischen T-Lymphozyten gezielt zu 
verstärken und so solchen falsch negativen Aussagen vorzubeugen.  
Nach fünftägiger Stimulation der PBMC (siehe 2.2.3.3) wurde eine Nachstimulation mit dem 
Dynabeads® CD3CD28 T-Tell-Expander für weitere 24 Stunden vorgenommen (siehe 
2.2.3.5) und anschließend die Proliferation bestimmt. Insgesamt wurde dieses System an 
den PBMC von fünf Patienten getestet, die Ergebnisse eines Patienten (Fall 7) wurden hier 
exemplarisch dargestellt. Außer mit Arylaminen wurden die PBMC dieses Patienten 
zusätzlich exemplarisch für Sulfonamidantibiotika mit Sulfamethoxazol (SMX) und für 
Duftstoffe mit Caren und Ascaridol stimuliert. In der Abbildung 3.3 sind die Proliferations-
daten und Stimulationsindizes mit und ohne Nachstimulation vergleichend dargestellt. Es 
konnte ein deutlicher Proliferationsanstieg bei der Mehrzahl der Testsubstanzen nach 
zusätzlicher Stimulation beobachtet werden. Bei der Kontrolle ohne Antigen und bei BB 5 µM 
wurde sowohl ohne CD3CD28 als auch nach Stimulation mit CD3CD28 nur eine geringe 
Proliferation verzeichnet. Diese Ergebnisse konnten durch die Betrachtung der Stimulations-
indizes bestätigt werden (siehe Tab. 3.4). Bei der Mitogenkontrolle mit PHA und bei BB 5 µM 
wurde kein Anstieg des Stimulationsindex verzeichnet. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass 
die zusätzliche Stimulation nach fünf Tagen in der Tat nur die Proliferation von antigen-
spezifischen T-Lymphozyten erhöht. Allerdings sind weitere Untersuchungen zur Validierung 
dieses Systems notwendig. 
 
Ergebnisse 
 
 
 73 
0
2000
4000
6000
8000
10000 ohne CD3/CD28
mit CD3/CD28
PH
A TT
PP
D 
1µ
M
BB
 
1µ
M
ke
in 
An
tig
en
BB
 
5µ
M
PT
D 1
µM
AA
B 1
µM
SM
X 1
00
µM
Ca
re
n 
10
µg
/m
l
As
ca
rid
ol 
10
µg
/m
l
Pr
o
lif
e
ra
tio
n
co
u
n
ts
 
pe
r 
m
in
u
te
 
[cp
m
]
Antigene
cpmA
 
0
2
4
6
8
10
ohne CD3/CD28
mit CD3/CD28
PH
A TT
PP
D 1
µM
BB
 
1µ
M
BB
 
5µ
M
PT
D 1
µM
AA
B 1
µM
SM
X 1
00
µM
Ca
re
n 
10
µg
/m
l
As
ca
rid
ol 
10
µg
/m
l
St
im
u
la
tio
n
si
n
de
x
 
(S
I)
Antigene
12,3
SIB
 
 
Abb. 3.3 Vergleich der Proliferation und der Stimulationsindizes (SI) mit und ohne 
Nachstimulation mit CD3CD28: Nach fünftägiger Stimulation der PBMC wurde eine Nachstimulation 
mit CD3CD28 für weitere 24 Stunden vorgenommen und anschließend die Proliferation bestimmt. Es 
wurde eine deutlicher Proliferationsanstieg (A) und eine Steigerung der Stimulationsindizes (B) durch 
eine 24-stündige Nachstimulation mit CD3CD28 erreicht.  
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Tab. 3.4 Vergleich der Stimulationsindizes (SI) mit und ohne Nachstimulation 
 
Ansatz Stimulationsindex (SI) 
 ohne CD3CD28 mit CD3CD28 
PHA 
TT 
PPD 1 µM 
BB 1 µM 
BB 5 µM 
PTD 1 µM 
12,3 
3,5 
3,3 
3,8 
1,9 
2,5 
9,6 
5,8 
5,1 
4,9 
1,9 
4,6 
AAB 1 µM 3,4 5,5 
SMX 100 µM 2,6 4,3 
Caren 10 µg/ml 2 6,6 
Ascaridol 10 µg/ml 1,9 6,3 
   
 
Durch eine 24-stündige Nachstimulation mit CD3CD28 wurde eine deutliche Steigerung der 
Stimulationsindizes erreicht. Bei der Mitogenkontrolle mit PHA und bei BB 5 µM wurde kein Anstieg 
des Stimulationsindex verzeichnet. 
 
 
 
3.4.3 Zugabe von Sonic HedgeHog (Shh) als Proliferations-
verstärker 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein weiterer Ansatz verfolgt, um die antigen-spezifische 
Proliferation von T-Lymphozyten in vitro zu optimieren. Lowrey et al. (Lowrey et al., 2002) 
konnte im Maussystem zeigen, dass sich die exogene Zugabe von Sonic Hedgehog (Shh) 
positiv auf die Proliferation von CD4+ T-Lymphozyten auswirkte. Durch die exogene Zugabe 
von Shh zu den PBMC oder arylamin-spezifischen CD4+ TCL aus vier PPD sensibilisierten 
Personen wurde versucht, die antigen-spezifische Proliferation von T-Lymphozyten zu 
verstärken. Zu Beginn der Stimulation wurde den Ansätzen 0,1 µg/ml humanes 
rekombinantes Shh zugesetzt (siehe 2.2.3.6). In der Abbildung 3.4 wurden exemplarisch die 
Proliferationsdaten und Stimulationsindizes nach sechstägiger Stimulation der PBMC einer 
PPD sensibilisierten Person mit und ohne Zugabe von Shh vergleichend dargestellt. Es 
konnte weder ein deutlicher Proliferationsanstieg noch eine Steigerung der 
Stimulationsindizes durch die Zugabe von Shh erreicht werden.  
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Abb. 3.4 Vergleich der Proliferation und der Stimulationsindizes (SI) mit und ohne 
Zugabe von Sonic HedgeHog (Shh): PBMC wurden sechs Tage stimuliert und anschließend die 
Proliferation bestimmt. Zu Beginn der Stimulation wurde den entsprechenden Ansätzen Shh zugesetzt 
Es wurde weder ein Proliferationsanstieg (A) noch eine Steigerung der Stimulationsindizes (B) durch 
die Zugabe von Shh erreicht.  
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3.4.4 Beeinflussung der Proliferationsantworten von T-
Lymphozyten auf PPD durch regulatorische T-Zellen 
 
Viele Forschungsergebnisse deuten daraufhin, dass das Immunsystem die Kapazität besitzt 
T-Zellantworten auf Haptene zu regulieren und pathologische Reaktionen nur zur 
Ausprägung kommen, wenn die Balance zwischen Effektor- und regulatorischen Zellen 
gestört wird. In den letzten Jahren wurden verschiedene T-Zelluntergruppen mit 
regulatorischen Eigenschaften beschrieben, wobei die CD4+CD25+ Tregs eine besonders 
wichtige Funktion in der Regulation der allergischen Kontaktdermatitis zu übernehmen 
scheinen (Dubois et al., 2003) (siehe 1.3.3).  
Bei der allergischen Kontaktdermatitis auf Arylamine wurde die Rolle der CD4+CD25+ Tregs 
bisher noch nicht verstanden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde exemplarisch untersucht ob 
CD4+CD25+ Tregs die Proliferationsantwort von T-Lymphozyten auf PPD in vitro beeinflußten. 
Dazu wurde die PPD-induzierte Proliferation von CD4+CD25- T-Lymphozyten in vitro in An- 
und in Abwesenheit von CD4+CD25+ Tregs untersucht. Desweiteren stellte sich die Frage, ob 
die CD4+CD25- Zellen aus dem peripheren Blut von Personen, die PPD exponiert sind, aber 
in vivo nicht allergisch auf PPD reagieren, sich durch PPD stimulieren ließen und wenn ja, ob 
die CD4+CD25+ Tregs die Fähigkeit besaßen, diese Reaktion zu inhibieren. Anhand eines 
Suppressionsassays (siehe 2.2.3.7) wurden die suppressiven Fähigkeiten der 
CD4+CD25+ Tregs in vitro überprüft. CD4+CD25- Zellen die 48 Stunden mit CD3CD28 
stimuliert wurden, zeigten eine hohe Proliferationsantwort, wohingegen sich CD4+CD25+ Tregs 
kaum durch CD3CD28 stimulieren ließen. Durch die Zugabe von CD4+CD25+ Tregs zu den mit 
CD3CD28 stimulierten CD4+CD25- Zellen wurde deren Stimulation um 65 % inhibiert. 
CD4+CD25- Zellen wurden ebenfalls 48 Stunden mit PPD inkubiert. Es konnte eine 
Proliferationsantwort auf PPD mit einem SI von 3,8 gemessen werden. Die Zugabe von 
CD4+CD25+ Tregs inhibierte diese PPD-spezifische Reaktion um 92 % (siehe Abb. 3.5). Diese 
Ergebnisse zeigten, dass die PPD-spezifische Proliferation von CD4+CD25- T-Lymphozyten 
durch CD4+CD25+ Tregs stark inhibiert wurde. Das deutet darauf hin, dass CD4+CD25+ Tregs 
eventuell eine wichtige Funktion bei der Regulation und Kontrolle von T-Zell-vermittelten 
Reaktionen auf PPD übernehmen könnten. Durch das Entfernen der CD4+CD25+ Tregs und 
somit ihrer inhibierenden Wirkung würde die Möglichkeit bestehen das in vitro System 
sensitiver zu gestalten.  
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Abb. 3.5 Inhibition der Proliferation von CD4+CD25- Zellen durch CD4+CD25+ Tregs: Die 
Zellen wurden entsprechend mit CD3CD28 (A) bzw. PPD (B) 48 Stunden inkubiert. Anschließend 
wurde die Proliferation durch 3H-Thymidin-Einbau bestimmt. A) die Reaktion von mit CD3CD28 
stimulierten CD4+CD25- Zellen ließ sich durch die Zugabe von CD4+CD25+ Tregs um 65 % verringern. 
B) CD4+CD25- Zellen reagierten auf PPD, diese Reaktion wurde durch die Zugabe von 
CD4+CD25+ Tregs um 92 % inhibiert. 
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3.5 Proliferationsantworten von T-Lymphozyten in vitro auf 
Arylamine auf polyklonaler Ebene 
 
 
3.5.1 Proliferationsantworten der T-Lymphozyten von PPD 
sensibilisierten Personen nach Stimulation mit 
verschiedenen Arylaminen 
 
Aus klinischen Studien ist bekannt, dass mit PPD sensibilisierte Personen in vivo im 
Epikutantest häufig nicht nur auf eine spezifische Substanz reagieren, sondern auch 
Reaktionen auf andere para-Aminoverbindungen und Arylamine, wie bereits oben 
beschrieben, zeigen (Hoting, 1995), (Uter et al., 2002a) (siehe 1.2.3). Um herauszufinden auf 
welche Substanzen die PPD sensibilisierten Personen noch reagierten und ob es 
Präferenzen für bestimmte Substanzen gab, wurden die in vivo Beobachtungen auf zellulärer 
Ebene in vitro nachvollzogen.  
Dazu wurden insgesamt elf verschiedene Substanzen, davon neun para-Aminosubstanzen 
und Arylamine und als weitere relevante Kontaktallergene MBT und der Azofarbstoff DY an 
den T-Lymphozyten von 19 PPD sensibilisierten Personen untersucht. Die Azofarbstoffe 
Dispersionsblau 106 (DB106) und Dispersionsblau 124 (DB124) wurden zur Erweiterung der 
ursprünglich verwendeten Palette an Testsubstanzen erst zu einem späteren Zeitpunkt 
hinzugenommen und demnach in weniger Untersuchungen eingesetzt. Detaillierte Angaben 
zu den verwendeten Substanzen und ihre chemischen Strukturformeln sind unter 1.2.3 zu 
finden. 
Die Abbildung 3.6 zeigt die Proliferation der gemischten (polyklonalen) T-Lymphozyten auf 
die verschiedenen getesteten Substanzen. Die Ergebnisse wurden als Netto-Proliferation der 
Zellen nach Abzug der Kontrolle ohne Antigen dargestellt. Alle Ergebnisse mit einem SI ≥ 2 
wurden als positiv gewertet.  
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Abb. 3.6 Proliferationsantworten der T-Lymphozyten von PPD sensibilisierten Personen 
nach Stimulation mit verschiedenen Arylaminen auf polyklonaler Ebene: T-Lymphozyten wurden 
mit den verschiedenen Arylaminen (und MBT) für zwei bis drei Tage (T-Zell-Linien) oder sechs Tage 
(PBMC) inkubiert und die Proliferation durch Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. In der Graphik ist die 
Netto-Proliferation der Zellen nach Abzug der Kontrolle ohne Antigen als counts per minute (cpm) 
dargestellt. Alle Ergebnisse mit einem SI ≥ 2 wurden als positiv gewertet. Es konnten signifikante 
Proliferationsantworten auf alle untersuchten Substanzen verzeichnet werden. 
 
 
Es wurden signifikante Proliferationsraten auf alle untersuchten Substanzen beobachtet. Die 
Stimulationsindizes (SI) reichten von 2,2 bis 49,3. Insgesamt konnten 264 (100 %) positive 
Proliferationsantworten von T-Lymphozyten auf die untersuchten Substanzen verzeichnet 
werden. Davon entfielen auf PPD und BB jeweils 17,8 % (47), 15,9 % (42) auf AAB, 13,6 % 
(36) auf DO, 11,7 % (31) auf PTD und jeweils 7,2 % (19) auf DY und DDM. Auf BBY wurden 
3,4 % (9) und auf MBT 3 % (8) verzeichnet. Zusätzlich wurde untersucht, ob eine Korrelation 
zwischen der Reaktion auf PPD und einer gleichzeitigen Reaktion auf andere Substanzen 
besteht. Für diese Beurteilung wurden nur Proliferationsdaten betrachtet, bei denen alle 
Substanzen (bis auf DB106 und DB124) im gleichen Experiment parallel getestet wurden. 
Am häufigsten wurde neben Reaktionen auf PPD auch Reaktionen auf AAB (92 %) und DO 
(85 %) gefunden. Weiterhin konnten Ko-Reaktionen auf BB (69 %), DDM (62 %), DY (54 %), 
BBY (46 %), PTD (39 %) und MBT (23 %) festgestellt werden. Hingegen konnte keine 
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Assoziation zwischen dem Proliferationsindex und Alter oder Geschlecht der untersuchten 
Personen beobachtet werden. 
 
 
 
Exemplarisch wurde die Reaktivität der T-Lymphozyten nach PPD-Karenz anhand von 
Proliferationsmessungen über fünf Jahre verfolgt.  
Dazu wurde eine Patientin mit einer zunächst akuten allergischen Kontaktdermatitis nach 
dem Färben ihrer Haare gewählt. Das Stimulationspotential von PPD und BB wurde in vitro 
anhand eines Lymphozytentransformationstests (LTT) bestimmt. Initial wurden stark positive 
Reaktionen auf PPD (SI = 36) und BB (SI = 25) verzeichnet (Sieben et al., 2001b). Nach fünf 
Jahren (2004) wurde erneut ein LTT durchgeführt. Zu diesem Zeitpunkt lag keine akute 
allergische Kontaktdermatitis vor und die Patientin war beschwerdefrei. Wiederum konnten 
starke positive Proliferationsantworten auf PPD (SI = 49,3) und BB (SI = 19) nachgewiesen 
werden (siehe Abb.3.7). Nach eigenen Angaben mied die Patientin PPD, färbte sich aber 
dennoch weiterhin mit Haarfärbemitteln die Haare, die vermeindlich kein PPD enthielten. 
Diese Ergebnisse deuten an, dass die Anzahl an PPD-spezifischen T-Lymphozyten im Blut 
der untersuchten Patientin nicht zurückgegangen war und immer noch eine Sensibilisierung 
auf PPD vorlag.  
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Abb. 3.7 Proliferationsantworten der T-Lymphozyten einer PPD sensibilisierten Person 
über einen Zeitraum von fünf Jahren: PBMC (1 x 106 Zellen/ml) wurden mit PPD und BB für sechs 
Tage (LTT) inkubiert und die Proliferation durch Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. In der Graphik ist 
die Proliferation der Zellen als counts per minute (cpm) dargestellt. Es konnten starke Reaktionen auf 
PPD und BB noch nach fünf Jahren verzeichnet werden. 
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3.5.2 Proliferationsantworten der T-Lymphozyten von PPD 
exponierten Personen nach Stimulation mit ver-
schiedenen Arylaminen 
 
Bei allergischen Reaktionen auf Nickel-Ionen ist bekannt, dass es möglich ist in vitro aus den 
PBMC von Nichtallergikern Nickel-Ionen-spezifische T-Zell-Linien und Klone zu generieren 
(Cavani et al., 1998), (Kapsenberg et al., 1992a). Demnach können mit Nickel exponierte 
Personen auf Nickel-Ionen sensibilisiert sein, obwohl sie keine klinischen Symptome zeigen. 
Hieraus ergab sich die Fragestellung, ob mit Arylaminen exponierte Personen, die keine 
klinischen Symptome zeigten, in vitro auf Arylamine reagierten und sensibilisiert sind. Daher 
wurden Personen, die durch häufiges Haarefärben exponiert waren, aber keine klinischen 
Anzeichen für eine allergische Kontaktallergie zeigten, untersucht. Insgesamt wurden acht 
exponierte Personen getestet. Drei dieser Personen hatten auch in vivo im Epikutantest nicht 
auf PPD reagiert. Bei 50 % der durchgeführten Experimente konnten signifikante 
Proliferationssteigerungen nachgewiesen werden (siehe Tab. 3.5). Weiterhin konnten 
erfolgreich arylamin-spezifische T-Zell-Linien etabliert werden. Es ist jedoch nicht gelungen 
aus den T-Zell-Linien arylamin-spezifische T-Zell-Klone zu generieren.  
 
 
Tab. 3.5 Proliferationsantworten von exponierten Personen im LTT 
 
exponierte Person Epikutantest Substanz (getestet) Reaktion im LTT 
1  PPD, BB, PTD, AAB, DO, DDM, BBY BB, AAB, DO 
2  PPD, BB, PTD, AAB, DO, DDM, BBY BB, AAB, DO 
3  PPD, BB, PTD, AAB, DO, DDM, BBY negativ 
4  PPD, BB, PTD, AAB, DO, DDM, BBY negativ 
5 negativ PPD, BB, PTD, AAB, DO, DDM, BBY negativ 
6 negativ PPD, BB, PTD, AAB, DO, DDM, BBY BB, AAB, DO, DY 
7  PPD, BB, PTD, AAB, DO, DDM, BBY negativ 
8 negativ PPD, BB PPD, BB 
    
 
PBMC von exponierten Personen wurden isoliert, sechs Tage mit den verschiedenen Substanzen 
inkubiert und die Proliferation durch Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. Alle Ergebnisse mit einem 
SI ≥ 2 wurden als positiv gewertet. Drei Personen wurden im Epikutantest negativ auf PPD getestet. In 
50 % der LTT konnte jedoch ein positives Ergebnis auf Arylamine erzielt werden. 
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Die Abbildung 3.8 zeigt die Proliferation der gemischten (polyklonalen) T-Lymphozyten aus 
exponierten Personen auf die verschiedenen getesteten Substanzen. Es wurden signifikante 
Proliferationsraten auf alle untersuchten Substanzen beobachtet. Die Stimulationsindizes 
(SI) reichten von 2 bis 18,5. Insgesamt konnten 34 (100 %) positive Proliferationsantworten 
von T-Lymphozyten auf die untersuchten Substanzen verzeichnet werden. Davon entfielen 
auf BB 20,5 % (7), auf PPD 17,6 % (6), jeweils auf AAB und DO 14,7 % (5), auf DDM 11,8 % 
(4), auf BBY 8,8 % (3), auf PTD 5,9 % (2) und jeweils auf DY und MBT 2,9 % (1). 
Interessanterweise waren die vier Substanzen, für die am häufigsten Reaktionen 
nachgewiesen wurden, bei Allergikern und exponierten Kontrollpersonen gleich (PPD, BB, 
AAB und DO). Diese Ergebnisse zeigten, dass sich auch die T-Lymphozyten aus 
exponierten Personen in vitro mit Arylaminen stimulieren ließen und eine positive 
Proliferation beobachtet werden konnte, wobei jedoch deutlich weniger und schwächere 
Reaktionen als bei den Patienten zu verzeichnen waren.  
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Abb. 3.8 Proliferationsantworten der T-Lymphozyten von PPD exponierten Personen 
nach Stimulation mit verschiedenen Arylaminen auf polyklonaler Ebene: T-Lymphozyten wurden 
mit den verschiedenen Arylaminen für zwei bis drei Tage (T-Zell-Linien) oder sechs Tage (LTT) 
inkubiert und die Proliferation durch Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. In der Graphik ist die Netto-
Proliferation der Zellen nach Abzug der Kontrolle ohne Antigen als counts per minute (cpm) 
dargestellt. Alle Ergebnisse mit einem SI ≥ 2 wurden als positiv gewertet. Es konnten signifikante 
Proliferationsantworten auf alle untersuchten Substanzen verzeichnet werden. 
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3.5.3 Proliferationsantworten von CD4+- und CD8+- T-Zell-
Subpopulationen von PPD sensibilisierten Personen nach 
Stimulation mit verschiedenen Arylaminen 
 
Haptene können unterschiedlichen Wegen der Prozessierung in der antigenpräsentierenden 
Zelle folgen. Sie können sowohl über MHC I als auch über MHC II präsentiert werden und 
somit zu einer Erkennung durch CD8+ bzw. CD4+ T-Lymphozyten führen. Den T-Zell-
Untergruppen scheinen unterschiedliche Aufgaben in der Auslösephase der allergischen 
Kontaktdermatitis zuzukommen. Welche Rolle die CD8+ und den CD4+ T-Lymphozyten bei 
der allergischen Kontaktdermatitis auf Arylamine spielen, ist bisher noch nicht geklärt und 
wurde hier analysiert.  
Zur Untersuchung wurde eine Person, die sich in der akuten symptomatischen Phase der 
allergischen Kontaktdermatitis befand und eine Person, die bekannterweise unter 
allergischer Kontaktallergie auf PPD litt, zur Zeit der Blutabnahme jedoch keine klinischen 
Symptome zeigte, ausgewählt. Die unterschiedlichen T-Zellsubpopulationen wurden aus 
dem peripheren Blut isoliert (siehe 2.2.1) und mit elf verschiedenen Substanzen für drei bis 
sechs Tage inkubiert. Bei den CD8+ T-Lymphozyten war auf Grund ihrer zytotoxischen 
Eigenschaften nur eine Inkubation von drei Tagen möglich. Anschließend wurde die 
Proliferation bestimmt. Bei dem akuten Fall reagierten die PBMC auf fünf Substanzen (PPD, 
BB, AAB, DO, DDM), die CD4+ T-Lymphozyten auf neun Substanzen (PPD, BB, AAB, DY, 
DDM, BBY, MBT, DB106, DB124) und die CD8+ T-Lymphozyten auf sechs Substanzen 
(PPD, BB, AAB, DO, DDM, BBY). Es konnte keine T-Zellstimulation durch PTD 
nachgewiesen werden. Die T-Zellpopulationen, die aus dem peripheren Blut der symptom-
freien Person isoliert worden waren, zeigten folgende Reaktionen: die PBMC reagierten auf 
sieben Substanzen (PPD, BB, PTD, AAB, DO, DDM, BBY), die CD4+ T-Lymphozyten auf 
zehn Substanzen (PPD, BB, PTD, AAB, DO, DY, DDM, BBY, MBT, DB106) und die CD8+ T-
Lymphozyten auf vier Substanzen (PPD, DDM, DB106, DB124). Auffälligerweise reagierten 
die CD4+ T-Lymphozyten auf eine größere Anzahl an Substanzen als die PBMC, die 
normalerweise für die in vitro Testung eingesetzt werden (siehe Abb. 3.9). Dieses Ergebnis 
beruhte möglicherweise darauf, dass bei der Messung von CD4+ T-Lymphozyten die T-
Zellen im Vergleich zu den PBMC angereichert waren und so die Chance erhöht wurde, eine 
positive Reaktion zu erfassen. Die Frequenz der arylamin-spezifischen CD8+ Zellen aus dem 
symptomfreien Fall war erwartungsgemäß deutlich geringer als bei dem akuten Fall. Es war 
jedoch eine starke Proliferation dieser CD8+ Zellen nach Stimulation mit DB106 zu 
verzeichnen. Die PBMC und CD4+ T-Lymphozyten dieses Patienten reagierten interessanter-
weise nicht oder nur sehr gering auf DB106. 
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Abb. 3.9 Proliferationsantworten der PBMC, CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten von PPD 
sensibilisierten Personen: A) die Person befand sich in der akuten symptomatischen Phase der 
allergischen Kontaktdermatitis B) die Person zeigte zur Zeit der Blutabnahme keine klinischen 
Symptome: T-Lymphozyten bzw. PBMC wurden mit den verschiedenen Substanzen für drei bis sechs 
Tage inkubiert und die Proliferation anschließend durch Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. In der 
Graphik ist die Proliferation der Zellen nach Stimulation mit den verschiedenen Substanzen (x-Achse) 
als counts per minute (cpm) (y-Achse) dargestellt (Balken hellblau = SI ≥ 2)  
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3.5.4 Phänotypische Charakterisierung arylamin-spezifischer 
T-Zell-Linien 
 
Anhand ihrer Oberflächenmarker wurden arylamin-spezifische T-Zell-Linien, die aus den 
PBMC, der Flüssigkeit einer Blase und aus zwei Biopsien eines PPD sensibilisierten 
Patienten mit akuter Kontaktdermatitis generiert wurden (siehe 2.2.2.7) phänotypisch 
charakterisiert und miteinander verglichen. Alle T-Zell-Linien (TCL) waren im Mittel 97 % 
CD3 positiv und demnach T-Lymphozyten. Die TCL aus den Biopsien waren deutlich CD8 
positiv und somit zum größten Teil zytotoxische T-Lymphozyten, wobei in den TCL aus der 
Biopsie 1 ungefähr 60 % und in den TCL aus der Biopsie 2 ca. 90 % der Zellen CD8 
exprimierten. Bei den TCL aus der Biopsie 2 ist gleichzeitig eine hohe Expression von CD4 
(ca. 35 %) zu verzeichnen. Die TCL aus der Blasenflüssigkeit und den PBMC hingegen 
waren ungefähr zu 70 % CD4+ T-Lymphozyten. Alle untersuchten T-Zell-Linien exprimierten 
den αβ T-Zell-Rezeptor (siehe Tab. 3.6) und wesentlich mehr CD45RO als CD45RA (siehe 
Abb. 3.10), was darauf hindeutet, dass es sich vorwiegend um T-Gedächtniszellen handelte.  
 
 
Tab. 3.6 Vergleich der phänotypischen Charakterisierung von arylamin-spezifischen T-
Zell-Linien generiert aus PBMC, Blasenflüssigkeit und Biopsien eines Patienten mit 
akuter allergischer Kontaktdermatitis 
  % positive Zellen 
TCL CD3  CD4  CD8  TCR αβ  TCR γδ  
      
Biopsie 1a 99,3 27,4 64,8 60,4 8,4 
 
     
Biopsie 1b 97,7 27,1 58,7 74,0 1,9 
 
     
Biopsie 2a 97,2 37,1 85,9 70,3 3,8 
 
     
Biopsie 2b 95,4 32,2 95,9 58,9 12,7 
      
Blase 98,2 61,6 43,8 73,6 4,2 
 
     
PBMC 96,6 79,2 24,6 89,2 3,7 
      
 
Die T-Zell-Linien aus den Biopsien waren deutlich CD8 positiv, die TCL aus der Blasenflüssigkeit und 
den PBMC waren dagegen überwiegend CD4 positiv. Alle TCL exprimierten den TCR des αβ Typs.  
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Abb. 3.10 Expression CD45RO und CD45RA einer TCL: exemplarische Darstellung der 
durchflußzytometrischen Bestimmung der Expression von CD45RO und CD45RA in einer arylamin-
spezifischen T-Zell-Linie, die aus den T-Lymphozyten eines Patienten mit akuter allergischer 
Kontaktdermatitis generiert wurde. CD45RO ist deutlich höher exprimiert, es handelte sich demnach 
um T-Gedächtniszellen  
 
 
 
3.5.5 Proliferationsantworten der T-Lymphozyten PPD 
sensibilisierter Personen auf Sulfonamidantibiotika 
 
In der Klinik werden häufig Kreuzreaktionen zwischen PPD und verschiedenen para-Amino-
verbindungen, aber auch anderen Arylaminen beschrieben (Uter et al., 2002b), (Seidenari et 
al., 1997). Zu dieser Substanzgruppe gehören aber nicht nur Kontaktallergene, sondern auch 
Sulfonamidantibiotika, wie beispielsweise Sulfamethoxazol (SMX) (siehe Abb. 3.11). In vivo 
konnten Zusammenhänge zwischen der Reaktion auf PPD und SMX beobachtet werden 
(Arroyo, 2003). Um herauszufinden, ob auch in vitro dieser Zusammenhang nachzuweisen 
war und sich die T-Lymphozyten PPD sensibilisierter Personen ebenfalls durch Sulfonamid-
antibiotika stimulieren ließen, wurde bei einem Kollektiv von fünf Patienten Sulfamethoxazol 
(SMX) exemplarisch für diese Substanzgruppe getestet.  
SMX wurde sowohl an PBMC als auch an den CD4+ und CD8+ T-Lymphozytenfraktionen 
getestet, wobei alle Zellen vor dem Einsatz frisch aus dem Blut von PPD sensibilisierten 
Personen isoliert wurden. Die Zellen wurden mit den verschiedenen Arylaminen und mit 
SMX drei bis sechs Tage inkubiert und anschließend die Proliferation bestimmt (siehe 
2.2.3.2). Bei allen fünf Patienten konnte eine positive Proliferation auf SMX festgestellt 
werden. Es konnte gezeigt werden, dass sich sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Lymphozyten 
in vitro durch SMX stimulieren ließen. Die Stimulationsindizes lagen im Bereich von 2,1 bis 
CD45RO PE 
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19,6 (siehe Tab. 3.7). Die T-Lymphozyten aller getesteten Patienten reagierten sowohl auf 
Arylamine als auch auf SMX.  
 
 
    
para-Phenylendiamin (PPD) 4-Aminoazobenzol (AAB) Sulfamethoxazol (SMX) 
 
Abb. 3.11 Vergleich der Strukturformeln von PPD und AAB mit Sulfamethoxazol (SMX): bei 
allen drei Substanzen handelt es sich um para-Aminoverbindungen und Arylamine. PPD und AAB 
sind Kontaktallergene und SMX ist ein Sulfonamidantibiotikum 
 
 
 
Tab. 3.7 Proliferationsantworten der T-Lymphozyten PPD sensibilisierter Personen auf 
SMX 
 
Fall Epikutantest Zellfraktion SI weitere Reaktionen in vitro 
     
6 PPD ++ PBMC SMX 2,1 BB, PTD, AAB 
7 PPD ++ PBMC SMX 2,9 PPD, BB, PTD, AAB 
8 PPD +++ CD4+ SMX 6,8 PPD, BB, AAB, DY, DDM, BBY, MBT, DB106, DB124 
12 PPD ++ PBMC SMX 4,0 PPD, BB, AAB, DO, DY, BBY, MBT, DB106 
14 PPD +++ CD8+ SMX 19,6 PPD, DDM, DB106, DB124 
     
 
PBMC, CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten wurden aus auf PPD sensibilisierten Personen isoliert, drei 
bis sechs Tage mit den verschiedenen Substanzen inkubiert und die Proliferation durch Einbau von 
3H-Thymidin bestimmt. Ergebnisse mit einem SI ≥ 2 wurden als positiv gewertet. Bei allen fünf 
Personen konnte in vitro eine Reaktion auf Arylamine und SMX nachgewiesen werden. 
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3.6 Charakterisierung arylamin-spezifischer T-Zell-Klone 
 
Die oben dargestellten Ergebnisse (siehe 3.6) zeigten deutlich, dass positive Proliferations-
antworten auf PPD in vitro häufig von Reaktionen auf andere Arylamine begleitet wurden. 
Auf diesem polyklonalen Level, d.h. anhand von PBMC und T-Zell-Linien, ließ sich jedoch 
nicht entscheiden, ob die Reaktionen auf die Arylamine auf vielen unterschiedlichen hoch-
spezifischen T-Zellen mit verschiedener Spezifität für diese Substanzen oder auf wenigen 
oder sogar nur einem T-Zell-Klon (TCC) mit geringerer Spezifität des T-Zell-Rezeptors 
beruhten. Um Untersuchungen auf Einzelzellniveau durchführen zu können, wurden T-
Lymphozyten kloniert. Die Klonierung erfolgte durch „limited dilution“ (Lanzavecchia et al., 
1983) (siehe 2.2.2.8). Zunächst wurden die arylamin-spezifischen TCC anhand ihrer 
Zytokinmuster und ihres Phänotyps charakterisiert und ihre Klonalität durch Analyse der Vß-
Ketten Expression überprüft. 
 
 
3.6.1 Zytokinmuster arylamin-spezifischer T-Zell-Klone 
 
Zur Bestimmung der Zytokin- und Chemokin-Expressionsmuster arylamin-spezifischer TCC 
wurden die Zellkulturüberstände von den stimulierten Zellen entnommen und die Zytokine 
(IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNFα, IFNγ) und Chemokine (IL-8, RANTES (CCL-5), MIG (CXCL-9), 
MCP-1 (CCL-2) und IP-10 (CXCL-10)) gemessen (siehe 2.2.4.2). Es wurden keine substanz-
spezifischen Effekte bezüglich der Zytokin- und Chemokin-Expressionsmuster beobachtet. 
Bei IL-8, MIG, MCP-1, IP-10 und TNFα konnten keine signifikanten Unterschiede bezüglich 
der Expression zwischen den Kontrollen und den stimulierten TCC verzeichnet werden. IL-10 
und IL-2 konnten nur vereinzelt und dann in sehr geringen Mengen nachgewiesen werden 
(Ergebnisse nicht dargestellt). In Tabelle 3.8 sind die Proliferation und die Zytokin-
expressionsmuster von zwei TCC vergleichend dargestellt. Die TCC produzierten nur sehr 
geringe Mengen an IFNγ (0 bis 1835 pg/ml). Im Gegensatz dazu sezernierten die T-Zell-
Klone hohe Mengen an IL-5 (bis zu > 250000 pg/ml). Der TCC 1 exprimierte ebenfalls hohe 
Mengen an IL-4 (bis zu 45500 pg/ml), wohingegen beim TCC 2 kein IL-4 gemessen werden 
konnte. In der Abbildung 3.12 wurden exemplarisch an einem repräsentativen TCC die 
Proliferation und die Expression des Chemokins RANTES nach Stimulation dargestellt. Bei 
stark positiven Proliferationsantworten wurde viel IL-5, IL-4 und RANTES sezerniert. Bei 
niedrigen Proliferationsraten und in den Kontrollen wurden wesentlich geringere Mengen 
dieser Mediatoren exprimiert. Das Zytokinmuster wies demnach einen Th2-ähnlichen 
Charakter auf. 
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Tab. 3.8 Vergleich der Proliferation und der Zytokinexpression von arylamin-
spezifischen T-Zell-Klonen 
 
 
Klon Ansatz Proliferation IFNγ IL-5 IL-4 
  CPM SI pg/ml pg/ml pg/ml 
       
1 K 1170  0 64.250 0 
 TT 2770 2,3 0 23.720 0 
 PPD 38430 13,9 1005 > 250.000 16.080 
 BB 3580 1,3 0 67.260 0 
 PTD 26860 9,7 0 > 250.000 3010 
 AAB 33900 12,2 1835 > 250.000 14.080 
 DO 19090 6,9 0 134.040 4395 
 DY 5650 2 0 56.590 0 
 DDM 2150 0,78 0 64.840 0 
 BBY 1370 0,49 0 58.670 0 
 MBT 1740 0,63 0 66.040 0 
       
2 K 2130  0 13.220 0 
 TT 2670 1,2 0 11.930 0 
 PTD 17530 6,6 0 46.850 0 
 PPD 12010 4,5 0 24.480 0 
 BB 34490 13 0 28.340 0 
 AAB 12590 4,7 0 38.330 0 
 DO 5750 2,2 0 17.250 0 
 DY 2680 1 0 9030 0 
 DDM 3330 1,2 0 11.490 0 
 BBY 2830 1,1 0 14.570 0 
 MBT 2530 0,95 0 11.060 0 
 
Die TCC wurden mit den entsprechenden Substanzen stimuliert und die Zellüberstände nach zwei 
Tagen entnommen. Die Zytokine wurden mittels CBA bestimmt. Die Proliferation der TCC wurde 
gemessen. 
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Abb. 3.12 Vergleich der Proliferation mit der Expression des Chemokins RANTES eines 
repräsentativen arylamin-spezifischen T-Zell-Klons: Die Überstände wurden nach zwei Tagen 
Stimulation entnommen und mittels CBA gemessen. Die Proliferation wurde durch 3H-Thymidin-
Einbau bestimmt und ist als counts per minute (cpm) dargestellt (Balken hellblau = SI ≥ 2). 
 
 
 
3.6.2 Phänotypische Charakterisierung arylamin-spezifischer 
T-Zell-Klone 
 
Insgesamt wurden 18 arylamin-spezifische T-Zell-Klone durchflußzytometrisch anhand der 
Expression von Oberflächenmolekülen phänotypisch charakterisiert. Bei allen untersuchten 
T-Zell-Klonen handelte es sich um CD4 positive T-Lymphozyten, die einen TCR vom αβ Typ 
exprimierten. Nur ein Klon war CD8 positiv und exprimierte interessanterweise einen T-Zell-
Rezeptor vom γδ Typ. Die Mehrheit der T-Zell-Klone waren CD45RO positiv und dement-
sprechend T-Gedächtniszellen. In Abbildung 3.13 ist exemplarische die phänotypische 
Charakterisierung eines repräsentativen T-Zell-Klons dargestellt.  
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A        B 
 
 C        D 
 
 
Abb. 3.13 Phänotypische Charakterisierung der T-Zell-Klone: exemplarisch sind die 
durchflußzytometrischen Messungen eines repräsentativen TCC dargestellt. A) unmarkiert, B) es 
handelte sich um CD4+ T-Lymphozyten, C) die einen T-Zell-Rezeptor des αβ Typs exprimierten und 
D) CD45RO positiv waren, also demnach T-Gedächtniszellen. 
 
 
 
3.6.3 Vß-Ketten Expression arylamin-spezifischer T-Zell-Klone 
 
Der T-Zell-Rezeptor (TCR) dient der Bindung und Erkennung des Antigens (siehe 1.3.5). Ein 
reifer T-Lymphozyt exprimiert nur noch einen Rezeptortyp einheitlicher Spezifität (Huppa und 
Davis, 2003), (Cantrell, 1996). Beim Menschen sind insgesamt 25 verschiedene Vβ-Ketten 
bekannt (Silvennoinen-Kassinen et al., 1998). Zur ersten Überprüfung der Klonalität wurde 
die Vβ-Ketten Expression des TCR untersucht. Dazu wurden neun repräsentative arylamin-
spezifische T-Zell-Klone einer PPD sensibilisierten Person ausgewählt und hinsichtlich ihrer 
Vβ-Ketten Expression durchflußzytometrisch analysiert (siehe Tab. 3.9). Es wurden jeweils 
21 Vβ-Ketten gemessen (siehe 2.2.4.1). Es konnte gezeigt werden, dass bei acht Klonen 
CD45RO PE 
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jeweils nur eine Vβ-Ketten stark exprimiert wurde, was die Klonalität der generierten TCC 
bestätigt. Bei einem der untersuchten Klone wurde keine der gemessenen Vβ-Ketten 
nachgewiesen. Fünf der neun untersuchten TCC (62,5 %) exprimierten nur Vβ 16, des-
weiteren wies ein Klon Vβ 2, einer Vβ 9 und einer Vβ 22 auf. Interessanterweise wurden alle 
Klone die Vβ 16 aufwiesen ursprünglich mit PPD stimuliert.  
 
 
Tab. 3.9 Expression der Vβ-Ketten des TCR von neun arylamin-spezifischen TCC 
 
Klon TCR  Proliferationsantwort des TCC 
  Vβ-Kette Vβ %   
    
1 Vβ 22 77,2 BB 
2 Vβ 16 95,3 PPD 
3 Vβ 16 92,9 PTD 
4 Vβ 16 97,4 PPD, PTD, AAB 
5 Vβ 9 89,0 PPD, BB, PTD, AAB, DO 
6 Vβ 16 91,6 PPD, DO 
7   PPD, PTD, AAB, DO, DY 
8 Vβ 16 93,8 PPD, BB, AAB, DO, DY, DDM 
9 Vβ 2 94,0 BB, BBY, MBT 
        
 
Es wurden von neun TCC die Vβ-Ketten des TCR durchflußzytometrisch bestimmt. In der Tabelle ist 
desweiteren dargestellt wieviel Prozent der TCC die entsprechende Vβ-Kette exprimieren und auf 
welche Substanzen die TCC eine Proliferationsantwort zeigten. 62,5 % (fünf von neun) der 
untersuchten TCC exprimierten Vβ 16 und jeweils einer Vβ 2, Vβ 9 und Vβ 22. 
 
 
Da 62,5 % der getesteten TCC die Vβ-Kette 16 exprimierten und diese Klone ursprünglich 
alle mit PPD stimuliert waren, stellte sich die Frage, ob Vβ 16 einen spezifischen Marker für 
eine Sensibilisierung auf PPD darstellte und eine Anreicherung dieser Kette nach Inkubation 
von PBMC mit PPD im Vergleich zur Normalverteilung nach Inkubation ohne Antigen zu 
beobachten war.  
Es wurden PBMC aus dem Blut von PPD sensibilisierten Patienten isoliert und zehn Tage 
mit PPD inkubiert. Als Positivkontrolle wurden PBMC mit Tetanustoxoid (TT) inkubiert. 
Anschliessend wurden die Zellen phänotypisch charakterisiert und die Verteilung der 
exprimierten Vβ-Ketten durchflusszytometrisch bestimmt (siehe 2.2.4.1). Nach zehn Tagen 
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waren 76 % der Zellen CD4-positive T-Zellen (CD3 positiv 93 %), von denen 85 % einen 
αβ TCR exprimierten. Nach Inkubation mit PPD war keine Anreicherung einer Vβ-Kette zu 
erkennen, wohingegen sich nach Inkubation mit TT im Vergleich zur Kontrolle ohne Antigen 
(3,3 %) deutlich Vβ 1 (15,8 %) hervorhebt.  
 
 
 
3.7 Proliferation von T-Lymphozyten in vitro auf Arylamine auf 
klonaler Ebene 
 
 
3.7.1 Proliferationsverhalten von T-Zell-Klonen nach 
Stimulation mit verschiedenen Arylaminen 
 
Um der Frage nachzugehen, ob arylamin-spezifische T-Zell-Klone spezifisch nur auf eine 
Substanz reagierten oder tatsächlich die Fähigkeit besaßen auf mehr als eine dieser Sub-
stanzen reagieren zu können, wurden aus den T-Lymphozyten von PPD sensibilisierten 
Patienten arylamin-spezifische TCC generiert. Insgesamt konnten aus vier PPD sensibili-
sierten Personen 38 arylamin-spezifische T-Zell-Klone generiert werden (siehe Tab 3.10).  
 
 
Tab. 3.10 Arylamin-spezifische T-Zell-Klone 
 
Fall Epikutantest PPD Anzahl TCC 
1 +++ 13 
2 
14 
++ 
+++ 
3 
10 
17 +++ 12 
   
 
Aus vier PPD sensibilisierten Patienten konnten 38 arylamin-spezifische TCC generiert werden. 
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An diesen T-Zell-Klonen wurden sieben verschiedene para-Aminoverbindungen und 
Arylamine: PPD, BB, PTD, AAB, DO, DDM, BBY und als weitere relevante Kontaktallergene 
MBT und der Azofarbstoff DY untersucht. In der Abbildung 3.14 sind alle Reaktionen der 
TCC auf die verschiedenen getesteten Substanzen als Netto-Proliferation der Zellen nach 
Abzug der Spezifitätskontrolle mit TT dargestellt (siehe 2.2.3.4).  
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Abb. 3.14 Proliferationsantworten der T-Zell-Klone von PPD sensibilisierten Personen 
nach Stimulation mit neun verschiedenen Arylaminen: T-Zell-Klone wurden mit den 
verschiedenen Substanzen für zwei Tage inkubiert und die Proliferation durch Einbau von 3H-
Thymidin bestimmt. In der Graphik ist die Netto-Proliferation der Zellen nach Abzug der 
Spezifitätskontrolle mit TT als counts per minute (cpm) dargestellt. Alle Ergebnisse mit einem SI ≥ 2 
wurden als positiv gewertet. Es konnten Reaktionen auf alle eingesetzten Substanzen verzeichnet 
werden. 
 
 
Es wurden signifikante Proliferationsraten auf alle untersuchten Substanzen beobachtet. Die 
Stimulationsindizes (SI) reichten von 2 bis 62. Insgesamt konnten 190 (100 %) positive 
Proliferationsantworten auf die untersuchten Substanzen verzeichnet werden. Davon 
entfielen 35,3 % (67) auf BB, 24,7 % (47) auf PTD, 16,8 % (32) auf PPD, 13,7 % (26) auf 
AAB, 5,3 % (10) auf DO, 2,1 % (4) auf BBY, 1,1 % (2) auf DY und 0,5 % (1) auf DDM. Auch 
auf monoklonaler Ebene wurden am häufigsten Reaktionen auf PPD, PTD, BB und AAB 
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verzeichnet, wobei hier wesentlich häufiger Reaktionen auf PTD und weniger auf DO 
nachgewiesen wurden. T-Zell-Klone aus PPD sensibilisierten Personen reagierten demnach 
nicht nur spezifisch auf PPD, sondern auch auf weitere Arylamine.  
 
 
 
3.7.2 Gruppeneinteilung von T-Zell-Klonen anhand ihrer 
Reaktionsmuster 
 
Aus früheren Ergebnissen der Arbeitsgruppe ist bekannt, dass es T-Zell-Klone gibt, die 
spezifisch auf PPD oder BB reagieren, aber auch solche, die sich sowohl mit PPD als auch 
mit BB stimulieren lassen (Sieben et al., 2002). Das gab Anlaß zu der Frage, ob T-Zell-Klone 
nach der Stimulation mit verschiedenen para-Aminoverbindungen weitere Reaktionsmuster 
zeigten und wenn ja, ob die Klone dann anhand ihrer Reaktionsmuster in bestimmte 
Gruppen eingeteilt werden könnten. 
 
Phase 1: Testung mit vier Arylaminen 
In der ersten Phase wurden die T-Zell-Klone mit vier verschiedenen Arylaminen stimuliert. 
Alle vier Substanzen waren para-Aminoverbindungen. PPD wurde als Leitsubstanz für para-
Aminosubstanzen im Epikutantest eingesetzt und stellte das Auswahlkriterium für PPD 
sensibilisierten Patienten dar. Weiterhin wurde PTD ausgewählt, welches sich nur durch eine 
zusätzliche Methylgruppe vom PPD unterscheidet, und BB, welches als Autoxidations-
produkt von PPD bekannt ist. AAB ist ein Azofarbstoff und besitzt im Gegensatz zu PPD, 
PTD und BB nur eine freistehende Aminogruppe. (siehe Abb. 3.15).  
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para-Phenylendiamin (PPD)    para-Toluylendiamin (PTD) 
 
   
4-Aminoazobenzol (AAB)    Bandrowski´s Base (BB) 
 
Abb. 3.15 chemische Strukturformeln der vier Arylamine für Phase 1 
 
Das Ergebnis wurde aus den Reaktionen von 35 T-Zell-Klone gewonnen. Einige dieser T-
Zell-Klone zeigten hochspezifische Reaktionen auf nur eine Substanz. Diese TCC entspra-
chen demnach dem klassischen Bild, in dem postuliert wird, dass ein Klon nur spezifisch auf 
eine Substanz reagiert. Ein großer Teil der getesteten TCC ließen sich hingegen mit mehr 
als einer Substanz stimulieren. Eine Gruppeneinteilung der T-Zell-Klone wurde anhand der 
aus den Proliferationsdaten ersichtlichen Reaktionsmuster erstellt. Die Gruppeneinteilung 
beruht auf der Anzahl der Benzolringe der Substanzen. Es wurden drei Gruppen definiert. In 
der Abbildung 3.16 sind die Reaktionsmuster der Gruppen exemplarisch dargestellt.  
 
Gruppendefinition: 
Gruppe I:  hochspezifische Reaktion auf nur ein Antigen 
Gruppe II:  Reaktion auf Arylamine mit einem oder mehreren Benzolringen 
Gruppe III: Reaktion auf Arylamine die zwei oder mehr Benzolringen besitzen 
 
Am häufigsten war die Gruppe II mit 57,2 % (20) der TCC vertreten, das bedeutet diese TCC 
reagierten auf Systeme mit einem oder mehreren Benzolringen. 37 % (13) der TCC gehörten 
der Gruppe I an und reagierten hochspezifisch nur auf ein Antigen. 5,7 % (2) der TCC 
zeigten Reaktionen auf Systeme die mindestens zwei Benzolringe enthielten (Gruppe III) 
(siehe Tab. 3.11). Die Häufigkeitsverteilung der Gruppen war demnach: 
Gruppe II > Gruppe I > Gruppe III 
Ergebnisse 
 
 
 97 
ke
in 
An
tig
en
Pr
o
lif
er
a
tio
n
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
PP
D
PT
DTT BB
TCC Gruppe I
AA
B DO BB
Y
co
u
n
ts
 
pe
r 
m
in
u
te
 
[cp
m
]
Antigene
 
ke
in 
An
tig
en
Pr
o
lif
er
at
io
n
0
10000
20000
30000
40000
PP
D
PT
DTT BB
TCC Gruppe II
AA
B DO BB
Y
c
o
u
n
ts
 
pe
r 
m
in
u
te
 
[cp
m
]
Antigene kei
n 
An
tig
en
Pr
o
lif
er
at
io
n
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
PP
D
PT
DTT BB
TCC Gruppe III
AA
B DO BB
Y
c
o
u
n
ts
 
pe
r 
m
in
u
te
 
[cp
m
]
Antigene
 
 
Abb. 3.16 Verschiedene Proliferationsmuster von T-Zell-Klonen aus PPD sensibilisierten 
Patienten wurden in drei Gruppen eingeteilt: Gruppe I reagierte spezifisch nur auf ein Antigen, 
Gruppe II reagierte gleichzeitig auf Substanzen mit einem oder mehreren Benzolringen und 
Gruppe III nur auf Antigene mit zwei und mehr Benzolringen. Die TCC (2,5 x 105 Zellen/ml) wurden 
in vitro mit den verschiedenen Arylaminen für zwei bis drei Tage inkubiert. Anschließend wurde die 
Proliferation durch 3H-Thymidin-Einbau bestimmt. Die verschiedenen Antigene sind auf der x-Achse 
und die Proliferation auf der y-Achse als counts per minute (cpm) dargestellt (Balken hellblau = 
SI ≥ 2). 
 
 
Phase 2: Testung mit sechs Substanzen 
In einer weiteren Serie wurde die Gültigkeit der oben zugeordneten Gruppen an einem Sub-
kollektiv von 22 T-Zell-Klonen validiert. Als weitere Testsubstanzen wurden DO und BBY 
ausgewählt. Beide Substanzen sind ebenfalls Arylamine und para-Aminoverbindungen. Und 
beide sind Azofarbstoffe wie AAB. DO unterscheidet sich von AAB nur durch eine zusätz-
liche Aminogruppe. BBY war auf Grund seiner Struktur besonders interessant, da diese Sub-
stanz wie BB drei Benzolringe und zusätzlich zwei Azogruppen besitzt (siehe Abb. 3.17). 
Beide Substanzen zeigten auf polyklonaler Ebene in vitro häufige Ko-Reaktionen zu PPD: 
DO 85 % und BBY 46 %  
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Dispersionsorange 3 (DO)    Bismarckbraun Y (BBY) 
 
Abb. 3.17 chemische Strukturformeln der zwei zusätzlichen Arylamine für Phase 2 
 
 
 
Die Ergebnisse bestätigten die vorgenommene Gruppeneinteilung. Von den 22 getesteten 
TCC konnten 54,5 % (12) der Gruppe II zugeordnet werden. 27,3 % (6) gehörten der 
Gruppe I, 18 % (4) der Gruppe III an (siehe Tab. 3.11). Es war demnach eine leichte 
Verschiebung der Gruppen zu verzeichnen, die Gruppe I wurde etwas kleiner und die 
Gruppe III etwas größer. Insgesamt betrachtet entsprach die Häufigkeitsverteilung der 
Gruppen nach der Testung mit sechs Substanzen jedoch der Häufigkeitsverteilung nach der 
Testung mit nur vier Substanzen: Gruppe II > Gruppe I > Gruppe III  
 
Abschließend wurde dann noch ein Kollektiv von zehn T-Zell-Klonen mit neun verschiedenen 
Substanzen gestestet. Zusätzlich zu den sechs bereits erwähnten Substanzen wurden noch 
die Arylamine DY und DDM, sowie MBT eingesetzt. Bei DDM handelt es sich um eine para-
Aminoverbindung, DY ist ein Azofarbstoff aber als Ausnahme keine para-Aminoverbindung 
und MBT ist zwar ein Kontaktallergen aber kein Arylamin (siehe 1.2.3). Bei allen unter-
suchten TCC blieb die Gruppeneinteilung erhalten, es gab keine Verschiebung in eine 
andere Gruppe. 
Diese Ergebnisse zeigten, dass eine Testung mit PPD, BB, AAB und DO ausreichend war, 
um die Gruppen zu definieren und die Gruppen so stabil waren, dass sie sich auch bei der 
Testung mit mehreren Substanzen nicht veränderten. 
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Tab. 3.11 Gruppeneinteilung der T-Zell-Klone anhand der aus der Proliferation ersichtlichen 
Reaktionsmuster nach Testung mit vier oder sechs verschiedenen Arylaminen 
 
4 Substanzen Gruppe   
 
I II III 
    
Anzahl TCC 13 20 2 
 % 37 57,3 5,7 
    
 
6 Substanzen Gruppe   
 
I II III 
    
Anzahl TCC 6 12 4 
 % 27,3 54,5 18 
    
 
Nach Testung mit sechs Substanzen waren weniger TCC in Gruppe I und dafür mehr TCC in 
Gruppe III zu verzeichnen. Insgesamt blieb aber die Häufigkeitsverteilung der Gruppen gleich: 
Gruppe II > Gruppe I > Gruppe III. 
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3.8 Validierung der Gruppeneinteilung 
 
Gruppeneinteilung auf polyklonaler Ebene anhand von Reaktionsmustern 
Es wurde überprüft, ob das oben aufgezeigte klonale Reaktionsmuster auch auf polyklonaler 
Ebene zu finden war. 
Insgesamt wurden 15 Personen untersucht, wobei hier sowohl PPD sensibilisierte Patienten 
(n=11), als auch mit PPD exponierte Personen (n=4) betrachtet wurden. Es wurden alle 
Proliferationsdaten von PBMC und T-Zell-Linien hinsichtlich dieser Fragestellung 
ausgewertet, bei denen mindestens PPD, BB, PTD und AAB getestet wurden.  
In der Tabelle 3.12 wurde die Gruppenverteilung auf monoklonaler und polyklonaler Ebene 
vergleichend dargestellt. Auch auf polyklonaler Ebene konnten die Gruppen bestätigt 
werden. Erwartungsgemäß wurde die Gruppe I deutlich seltener nachgewiesen. Sie konnte 
nicht bei der Testung mit PBMC, wohl aber bei der Testung von T-Zell-Linien bestätigt 
werden. Die Gruppe II stellte auch hier mit 50 % die häufigste Gruppe dar. Die Gruppe III war 
mit 37.5 % häufiger vertreten als auf der monoklonalen Ebene.  
 
 
Tab. 3.12 Vergleich der Gruppeneinteilung anhand der Reaktionsmuster auf polyklonaler 
und monoklonaler Ebene 
 
 
Gruppe   
 
I II III 
    
polyklonal 3 12 9 
 % 12,5 50 37,5 
    
monoklonal 13 20 2 
 % 37 57,3 5,7 
    
 
Es wurden nur Reaktionen berücksichtigt bei denen mindestens PPD, BB, PTD und AAB getestet 
wurden, damit eine eindeutige Gruppeneinteilung gewährleistet war. Alle Ergebnisse mit einem SI ≥ 2 
wurden als positiv gewertet. Die Gruppe I war auf polyklonaler Ebene weniger und die Gruppe III 
häufiger vertreten als auf monoklonaler Ebene. 
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Validierung der Proliferationsdaten anhand des Stimulationsindex 
Da die Zellzahl einen limitierenden Faktor bei der Durchführung der Versuche darstellte, war 
es nicht möglich eine größere Anzahl an Parallelexperimenten anzusetzen. Um die Qualität 
der Daten und die Validität der Gruppeneinteilung zu überprüfen, wurden die Proliferations-
daten hier nach Auswertung mit einem SI ≥ 3 betrachtet, d.h. erst bei einer Verdreifachung 
der Zellzahl wurde eine Reaktion als positiv gewertet.  
Hierdurch fielen 11 % der Reaktionen heraus (7 von 62), und die Gruppenverteilung zeigte 
eine leichte Verschiebung vor allem aus der Gruppe III zur Gruppe I hin (siehe Tab. 3.13). 
Die Qualität der Daten und die Gruppeneinteilung hatte sich demnach kaum verändert.  
 
 
Tab. 3.13 Vergleich der Proliferationsdaten nach Auswertung mit SI ≥ 2 und SI ≥ 3 
 
SI>2 Gruppe   Reaktionen 
 I II III insgesamt 
 
LTT  8 3 11 
TCL 3 4 6 13 
TCC 9  25 4 38 
gesamt 12 (19,4 %) 37 (59,7 %) 13 (21 %) 62 
 
SI>3 Gruppe   Reaktionen 
 I II III insgesamt 
 
LTT 1 6 2 9 
TCL 7 2 3 12 
TCC 11 18 5 34 
gesamt 19 (34,5 %) 26 (47,3 %) 10 (18,2 %) 55 
 
Es wurden nur Reaktionen berücksichtigt bei denen mindestens vier Substanzen getestet wurden, 
damit eine eindeutige Gruppeneinteilung gewährleistet war. Bei einer Auswertung mit SI ≥ 3 kam es 
zu einer leichten Verschiebung von der Gruppe III hin zur Gruppe I. 
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4 Diskussion 
 
 
Die allergische Kontaktdermatitis ist eine allergische Spätreaktion vom Typ IV, die durch 
hapten-spezifische T-Zellen vermittelt wird. Insgesamt sind mehr als 4000 verschiedene 
Kontaktallergene bekannt (Ahlfors et al., 2003), denen der Mensch ausgesetzt ist. Durch ihr 
ubiquitäres Vorkommen stellen auch die hier untersuchten Arylamine ein signifikantes 
klinisches Problem dar. In der vorliegenden Arbeit wurde ihre Wirkung auf T-Lymphozyten 
in vitro charakterisiert. 
Obwohl die allergische Kontaktdermatitis Gegenstand intensiver Forschung ist, sind die 
zugrunde liegenden Mechanismen nicht vollständig geklärt. Untersuchungen zur Aufklärung 
der zellulären und molekularen Grundlagen wurden im humanen System bisher hauptsäch-
lich an Medikamentenallergikern (Zanni et al., 1997), (von Greyerz et al., 1999) oder an 
Nickel- oder Urushiol-sensibilisierten Kontaktallergikern durchgeführt (Kalish et al., 1994b), 
(Sinigaglia et al., 1985), (Cavani et al., 1998). Weiterhin wurden die lymphozytären 
Reaktionen auf Duftstoffe (Sieben et al., 2001a) und para-Phenylendiamin, sowie dem 
bekannten Oxidationsprodukt von para-Phenylendiamin, der Bandrowski´s Base, von uns 
und anderen Gruppen untersucht, (Sieben et al., 2002), (Krasteva et al., 1993). Allerdings 
liegen nur unzureichende mechanistische Informationen hinsichtlich Kreuzsensibilisierungen 
und Kreuzreaktionen vor, obwohl eine Reihe von klinischen Fallstudien über Patienten be-
richten, die im Epikutantest auf mehrere para-Aminoverbindungen/Arylamine gleichzeitig 
reagieren. Weiterhin wird auch vereinzelt von Kreuzreaktionen zwischen Arylaminen und 
anderen Substanzen wie z. B. Sulfonamidantibiotika berichtet (Arroyo, 2003; Nawaf et al., 
2003). Das Ausmaß an allergischen Kreuzreaktionen zwischen den verschiedenen 
Substanzen variiert jedoch stark und es zeigen sich sehr heterogene Reaktionsmuster 
(Hoting, 1995), (Uter et al., 2002b). Kreuzreaktionen bergen ein hohes Risiko für die be-
troffenen Personen, deswegen ist ein detaillierteres Wissen über die zugrunde liegenden 
Mechanismen von größter Bedeutung. Ziel dieser Arbeit war es die zellulären Reaktionen 
von T-Lymphozyten auf elf verschiedene Arylamine, sowohl auf polyklonaler als auch auf 
monoklonaler Ebene, in vitro zu betrachten.  
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In der klinischen Diagnostik wird der Epikutantest routinemäßig zum Nachweis einer 
Sensibilisierung eingesetzt. Der Epikutantest ist ein zuverlässiger Indikator und hat den Vor-
teil, dass er einfach durchzuführen ist und viele Substanzen gleichzeitig getestet werden 
können. Dennoch ist eine Korrelation mit den klinischen Symptomen nicht immer gegeben 
und die Unterscheidung zwischen einer allergischen und einer pseudoallergischen Reaktion 
kann Schwierigkeiten bereiten. Zudem besteht unter gewissen Umständen bei hochreaktiven 
Substanzen das Risiko einer aktiven Sensibilisierung, dem sogenannten „angry-back-
syndrom“, einer bis dahin nicht sensibilisierten Testperson, oder es können sehr starke 
Reaktionen bei einer bereits sensibilisierten Person durch die Testsubstanz auftreten 
(Nyfeler und Pichler, 1997), (Pichler und Tilch, 2004). 
Zur Reduktion solcher Gefahren wurden in den letzten Jahrzehnten verschiedene nicht-
invasive in vitro Methoden entwickelt, um Hypersensibilisierungsreaktionen zu evaluieren. 
Neben dem Procoagulant activity assay (Aldridge et al., 1985), dem Migration inhibition test 
(Jordan and Dvorak, 1976), (Rytter and Hausten, 1982) und dem memory lymphocyte 
immunostimulation assay (MELISA) (Stejskal et al., 1994) wurde der Lymphozytentrans-
formationstest (LTT) (Byres et al., 1979) entwickelt, wobei sich jedoch der Lymphozyten-
transformationstest auf Grund höherer Sensitivität durchsetzte (Williams and Williams, 1982). 
Bei letzterem in vitro Test wird die allergene Kapazität von Testsubstanzen bestimmt, indem 
die Proliferation von T-Lymphozyten nach Allergenstimulation gemessen wird. Inzwischen 
wird der LTT in der klinischen Diagnostik auch zur Erfassung der Wirkungen von Kontakt-
allergenen wie z. B. Nickel, Urushiol, verschiedenen Medikamenten und PPD erfolgreich als 
in vitro Testsystem eingesetzt (Everness et al., 1990), (Nyfeler und Pichler, 1997), (Pichler 
und Tilch, 2004). 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden zunächst die in vivo Ergebnisse des Epikutantests auf die 
Arylamine mit den in vitro gewonnenen LTT Ergebnissen verglichen.  
Die Spezifität der in vitro Testung lag für PPD bei 83 %. Dieses Ergebnis steht im Einklang 
mit vergleichbaren Studien. Bei einer Studie an Penicillinallergikern erreichte der LTT eine 
Spezifität von 85 % (Nyfeler und Pichler, 1997), (Pichler und Tilch, 2004), wobei beachtet 
werden sollte, dass die zu dieser Studie herangezogenen Patienten alle ein dreifach 
positives Ergebnis im Epikutantest aufwiesen. Bei Personen, die eine Kontaktallergie auf 
Metalle zeigten, erreichte der LTT eine Spezifität von 79 % (Cederbrant et al., 1997).  
Es wurde hier gezeigt, dass 100 % der Patienten, die im Epikutantest dreifach positiv auf 
PPD reagiert haben, und 75 % der Patienten die zweifach positiv reagiert haben, auch im 
LTT eine positive Reaktion auf PPD zeigten. Hingegen haben alle Personen, bei denen nur 
eine einfach positive Reaktion im Epikutantest zu verzeichnen war, keine positive Prolifera-
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tionsantwort im LTT gezeigt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein Zusammenhang 
zwischen der Stärke der Reaktion in vivo im Epikutantest und der Reaktivität der Zellen 
in vitro besteht. Es wäre denkbar, dass die Frequenz an sensibilisierten T-Zellen im Blut bei 
den Personen, die dreifach bzw. zweifach positiv im Epikutantest reagiert haben, höher ist. 
Umgekehrt wäre die Anzahl an PPD-spezifischen T-Lymphozyten im Blut bei der einfach 
positiven Reaktion im Epikutantest so gering, dass sie sich unterhalb der Detektionsgrenze 
des LTT befände und eine Sensibilisierung aufgrund des negativen Ergebnisses übersehen 
werden könnte (Kalish et al., 1994a). Ferner besteht theoretisch aber auch die Möglichkeit, 
dass es sich bei der einfach positiven Reaktion im Epikutantest nicht um eine allergische, 
sondern um eine irritative Antwort handelt und somit um ein falsch positives Ergebnis im 
Epikutantest. Pichler et al. zeigte in einer Studie an 100 Medikamentenallergikern, dass es 
einen Zusammenhang zwischen der Wahrscheinlichkeit einer Medikamentenallergie und der 
Reaktion im LTT gibt. Die Patienten, die eine klare Krankengeschichte hatten, zeigten am 
häufigsten eine positive Reaktion auf das entsprechende Allergen im LTT (Pichler and Tilch, 
2004). Es darf jedoch nicht außer Acht gelassen werden, dass die Ergebnisse für ein in der 
klinischen Diagnostik eingesetztes in vitro Testsystem im Allgemeinen zu niedrig ausfallen. 
Hier war der Unterschied bei den im LTT erzielten Ergebnissen zwischen den Personen, die 
eine zweifach positive und den Personen die eine dreifach positive Reaktion im Epikutantest 
aufwiesen, gering (mit einer Ausnahme, siehe 3.4.1), vor allem wenn der Unterschied der 
Reaktionen von einer zweifach zu einer dreifach positiven Bewertung in vivo mit in die 
Betrachtung einbezogen wird. Es stellt sich die Frage, aus welchem Grund die in vitro 
Ergebnisse im LTT gerade bei Personen mit starker in vivo Reaktion auf die entsprechende 
Substanz unerwartet gering ausfallen. Es wäre denkbar, dass die Anzahl an spezifischen 
CD8+ T-Lymphozyten im Blut einer Person mit akuter allergischer Kontaktdermatitis so hoch 
ist, dass sie sich negativ auf die in den LTT eingesetzten PBMC auswirken kann. Im Rahmen 
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CD8+ T-Lymphozyten, die aus dem Blut einer 
Person mit akuter ACD isoliert wurden auf wesentlich mehr Substanzen reagierten als die 
CD8+ T-Lymphozyten aus einer sensibilisierten aber symptomfreien Person. Desweiteren 
waren die Reaktionen der reinen CD4+ T-Zellfraktion in beiden Fällen höher als die der 
PBMC. 
Weitet man die Betrachtungen auf alle getesteten Allergene aus, dann fallen weitere 
Schwächen des LTT gegenüber dem Epikutantest auf. Die Ergebnisse der Epikutan-
testungen konnten nicht durchgängig in vitro durch den LTT bestätigt werden. So wurden 
beispielsweise 27 positive Reaktionen auf verschiedene Arylamine im Epikutantest erzielt. 
Davon konnte in neun Fällen kein positives Ergebnis mittels LTT nachgewiesen werden. Bei 
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fünf Epikutantestungen, bei denen keine Reaktion zu verzeichnen war, wurde hingegen nur 
einmal eine falsche positive Reaktion im LTT verzeichnet. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der LTT als in vitro Meßsystem bezüglich 
seiner Sensitivität limitiert ist und daher sogenannte falsch negative Ergebnisse nicht 
ausgeschlossen werden können.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher nach Möglichkeiten gesucht, diesen Proliferationstest 
zu optimieren und sensitiver zu gestalten. Es wurde versucht die Proliferationsantwort von 
antigen-spezifischen T-Lymphozyten durch eine Nachstimulation mit Antikörpern gegen CD3 
und CD28 gezielt zu verstärken. Die Nachstimulation erfolgte erst nach fünf Tagen in der 
Erwartung, dass nur noch die stimulierten T-Lymphozyten die Fähigkeit besitzen zu 
proliferieren. Mit diesem Ansatz konnte ein antigen-spezifischer Anstieg der T-Lymphozyten-
proliferation und eine Steigerung der Stimulationsindizes nicht nur nach Stimulation mit gut 
löslichen Antigenen wie PPD, sondern auch nach der Stimulation mit weitaus unlöslicheren 
Antigenen wie Caren (siehe 3.4.2) erreicht werden. 
Es wurden verschiedene Alternativen für die Messung der T-Lymphozytenproliferation im 
LTT beschrieben, z. B. die Bestimmung von antigen-abhängig exprimierten Proteinen wie 
LIF (Leukozytenmigrationshemmfaktor) (Halevy, 1998) oder Zytokinen wie IFNγ 
(Silvennoinen-Kassinen, 1998) oder IL-5 (Sachs et al., 2001). Sachs et al. (Sachs et al., 
2002) zeigten, dass die medikamenten-spezifische Aktivierung von PBMC zu einer Erhöhung 
der IL-5 Sekretion und in geringerem Ausmaß zu einer erhöhten Sekretion von IL-10 und 
IFNγ mit einem Maximum nach vier bis sechs Tagen führte. Die Bestimmung von IL-5 im 
Überstand bietet demnach die Möglichkeit eine Sensibilisierung in vitro zu detektieren. 
Allerdings ist das Zytokinmuster, welches nach medikamenten-spezifischer Aktivierung von 
PBMC freigesetzt wird, recht heterogen (Sullivan and Shear, 2000). An Penicillin-
spezifischen TCC wurde gezeigt, dass die Konzentration der eingesetzten Substanz die 
Zytokinsekretion beeinflussen kann (Padovan et al., 1999). Es ist deswegen nicht 
auszuschließen, dass die Medikamentenkonzentration auch die Zytokinsekretion der 
eingesetzten PBMC beeinflußt (Merk, 2005). Wird eine Nachstimulation mit Antikörpern 
gegen CD3 und CD28 vorgenommen, kann hingegen gezielter die Proliferation von antigen-
spezifischen T-Lymphozyten verstärkt werden. Diese Strategie bietet möglicherweise einen 
vielversprechenden Ansatz eine Sensibilisierung in vitro sensitiver zu detektieren als dies mit 
dem LTT zur Zeit möglich ist. Es besteht allerdings noch eindeutig weiterer Forschungsbe-
darf, um diese Methode zu validieren und zu optimieren. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein weiterer Ansatz verfolgt, die antigen-spezifische 
Proliferation von T-Lymphozyten zu verstärken. Sonic Hedgehog (Shh) ist ein wichtiger 
Wachstums- und Differenzierungsfaktor für verschiedene Zelltypen, einschließlich der 
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Entwicklung von T-Lymphozyten im Thymus (Outram et al., 2000). Es ist bekannt, dass Shh 
die Proliferation in einigen adulten Zelltypen und hämapoetischen Stammzellen induziert 
(Bhardwaj et al., 2001). Lowrey et al. (Lowrey et al., 2002) konnten zeigen, dass endogen 
produziertes Shh eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der normalen CD4+ T-Lymphozyten-
proliferation spielt und die exogene Zugabe von Shh diese Antwort verstärkt. Zudem erhöht 
die Zugabe von Shh anscheinend die Produktion von IL-2, IFNγ und IL-10 in aktivierten 
CD4+ T-Lymphozyten (Stewart et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Ansatz 
verfolgt. Es konnten jedoch keine Effekte auf die Proliferation, weder bei PBMC noch bei 
antigen-spezifischen CD4+ TCL, durch die Zugabe von Shh erzielt werden. Ein möglicher 
Erklärungsansatz hierfür wäre der Zeitpunkt der Applikation von Shh am ersten Tag der 
Inkubation. Möglicherweise wäre eine Zugabe zu einem späteren Zeitpunkt günstiger 
gewesen oder die eingesetzte Menge an Shh war nicht gut gewählt. Stewart et al. 
beobachteten, dass spenderabhängig die Zugabe von Shh keine Effekte auf die Proliferation 
von CD4+ T-Lymphozyten ausübte (Stewart et al., 2002). Um eine endgültige Aussage 
treffen zu können, müßte das System durch Variation der verschiedenen Parameter weiter 
getestet werden. 
 
In den letzten Jahren wurden verschiedene CD4+ T-Zelluntergruppen mit suppressiven 
Eigenschaften beschrieben, darunter Th2-Zellen, Th3-Zellen, Tr1-Zellen und CD4+CD25+ 
Zellen, wobei den Tr1-Zellen und den CD4+CD25+ Tregs eine besonders wichtige Rolle 
zugeschrieben wird (Dubois et al., 2003), (Jonuleit und Schmitt, 2003). Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde exemplarisch untersucht, welchen Einfluß CD4+CD25+ Tregs in vitro auf die PPD-
spezifische Proliferationsantwort von T-Lymphozyten haben. CD4+CD25+ T-Zellen zeichnen 
sich durch mehrere Faktoren aus. Sie besitzen einen memory Phänotyp und exprimieren 
konstitutiv CD25 und ein hohes Level an CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated 
antigen-4). CTLA-4 fungiert als negativer Regulator bei der Aktivierung von T-Zellen, durch 
Konkurrieren mit CD28 um die Bindung an B7, welches auf antigenpräsentierenden Zellen 
exprimiert wird (Khattri et al., 2003), (Takahashi et al., 2000). CD4+CD25+ exprimieren 
spezifisch Foxp3 (Forkhead-box), einen Transkriptionsfaktor, der essentiell für ihre 
Entwicklung im Thymus und ihre Funktion ist (Coffer und Burgering, 2004), (Hori et al., 
2003), (Fontenot et al., 2003). In vitro verhalten sich diese Zellen nach Stimulation mit 
Antigen und sogar Mitogen anergisch und zeigen keine Proliferation (Bluestone und Abbas, 
2003), (Shevach, 2002).  
Bei der allergischen Kontaktdermatitis auf Arylamine wurde die Rolle der CD4+CD25+ Tregs 
bisher noch nicht verstanden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob 
CD4+CD25+ Tregs die Fähigkeit besitzen, die PPD-induzierte Proliferation von CD4+CD25- T-
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Lymphozyten zu inhibieren. Es konnte exemplarisch gezeigt werden, dass sich die 
CD4+CD25- T-Lymphozyten aus Nichtallergikern durch PPD stimulieren ließen und eine 
positive Proliferationsantwort zeigten, die durch die Zugabe von CD4+CD25+ T-Zellen zu 
92 % inhibiert wurde. Diese Ergebnisse geben erste Hinweise darauf, dass CD4+CD25+ Tregs 
eventuell eine wichtige Funktion bei der Regulation und Kontrolle von T-Zell-vermittelten 
Reaktionen auf PPD übernehmen könnten. Es ist denkbar, dass durch das Entfernen der 
CD4+CD25+ Tregs eine Möglichkeit bestehen würde, den LTT sensitiver zu gestalten. Um 
diesbezüglich eine Aussage treffen zu können, ist es wichtig den Einfluß von 
CD4+CD25+ Tregs auf die PPD-spezifische Proliferationsantwort von T-Lymphozyten sowohl 
von Allergikern als auch von Nichtallergikern zu untersuchen und zu vergleichen. Des-
weiteren müßten die inhibierenden Eigenschaften von CD4+CD25+ Tregs auf die Proliferation 
von T-Lymphozyten auch für weitere Antigene gezeigt werden. 
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Studien an Nickel-exponierten Nichtallergikern. Es 
konnte gezeigt werden, dass CD4+CD25+ Zellen aus dem peripheren Blut von Personen, die 
nicht allergisch auf Nickel reagierten, die Nickel-spezifische CD4+CD25- T-Zell-Antwort stark 
inhibierten (Cavani et al., 2003b), (Moed et al., 2005). Diese Inhibition bei der Nickel-
spezifischen Antwort wurde vermutlich durch einen zytokin-unabhängigen und zellkontakt-
abhängigen Mechanismus vermittelt. In der Haut konnte nach einem negativen Epikutantest 
bei Nichtallergikern eine signifikante T-Zellinfiltration beobachtet werden, die CD4+CD25+ 
Zellen enthielt (Cavani et al., 2003c). Demnach findet auch bei Nichtallergikern nach Hapten-
applikation eine Rekrutierung von T-Zellen in die Haut statt. Die CD25+ T-Lymphozyten aus 
diesen Hautläsionen inhibierten die Nickel-spezifische Antwort von autologen CD25- T-Zellen 
aus dem peripheren Blut in vitro stark. Diese Zellen könnten somit wichtig für die Kontrolle 
von unerwünschten T-Zell-vermittelten Reaktionen in Nichtallergikern sein. Im Gegensatz 
dazu zeigten die CD4+CD25+ T-Zellen aus dem Blut von Nickel-Allergikern limitierte oder 
sogar fehlende suppressive Aktivität auf die spezifische T-Zellantwort in vitro (Cavani, 2005). 
Die Aufrechterhaltung der nicht-allergischen Bedingungen gegen ubiquitär vorkommende 
Chemikalien scheint möglicherweise die Konsequenz einer aktiven Intervention des Immun-
systems zu sein, die auf der Expansion von regulatorischen T-Zellen beruht. Die Entwicklung 
einer unerwünschten allergischen Reaktion könnte auf einer gestörten Funktion der 
CD4+CD25+ Tregs beruhen. Es ist denkbar, dass der Unterschied in der Ausprägung bei 
Allergikern und Nichtallergikern mit der Funktionalität der CD4+CD25+ Tregs zusammen-
zuhängen könnte. Welche Faktoren die limitierten suppressiven Eigenschaften der 
CD4+CD25+ Tregs bedingen, muß in zukünftigen Studien untersucht werden. Die Beteiligung 
von CD4+CD25+ Tregs ist auch für andere allergische Erkrankungen wie Asthma (Shi und Qin, 
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2005) oder Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose bekannt (Beissert et al., 2006), 
(Bluestone, 2005), (Shevach, 2002).  
 
Aus klinischen Studien ist bekannt, dass mit PPD sensibilisierte Personen in vivo im 
Epikutantest nicht nur auf eine spezifische Substanz reagieren, sondern sehr häufig auch 
Reaktionen auf andere para-Aminoverbindungen und Arylamine zeigen (Hoting, 1995), (Uter 
et al., 2002a). Anhand der in vivo Befunde und der Ergebnisse mit gemischten T-Zell-
populationen läßt sich jedoch noch keine Aussage darüber machen, ob es sich bei den beo-
bachteten Reaktionen zwischen PPD und anderen Arylaminen um Ko-Reaktionen oder 
tatsächlich um Kreuzreaktionen handelte. Daher interessierte zunächst, ob sich die in vivo 
Befunde auf Arylamine in vitro nachvollziehen lassen, d. h. auf welche Substanzen wurde im 
Vergleich zu den in vivo Ergebnissen in vitro reagiert. Dazu wurde die Proliferation von T-
Lymphozyten PPD sensibilisierter Patienten auf polyklonaler Ebene nach Stimulation mit 
verschiedenen Arylaminen in vitro untersucht. 
Die aus der Literatur bekannten in vivo Ergebnisse konnten auf zellulärer Ebene in vitro 
bestätigt werden. Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass T-Lymphozyten aus PPD sensibili-
sierten Patienten auch nach Stimulation mit anderen Arylaminen proliferierten. Positive 
Proliferationsantworten auf PPD wurden in vitro häufig von weiteren Reaktionen auf andere 
Arylamine begleitet. Es wurden Reaktionen auf alle eingesetzten Substanzen beobachtet. 
Zusätzlich konnte eine Korrelation zwischen der positiven proliferativen Antwort auf PPD und 
einer gleichzeitigen Reaktion auf andere Substanzen gezeigt werden. Am häufigsten wurden 
neben Reaktionen auf PPD auch Reaktionen auf AAB (92 %) und DO (85 %) gefunden. 
Weiterhin konnten Ko-Reaktionen auf BB (69 %), DDM (62 %), DY3 (54 %), BBY (46 %), 
PTD (39 %) und MBT (23 %) festgestellt werden. Diese Daten stehen im Einklang mit in vitro 
Studien, in denen ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der Reaktion auf PPD und 
anderen Arylaminen gezeigt werden konnte. 
Seidenari et al. konnten in epikutanen Testuntersuchungen an Azofarbstoff-sensibilisierten 
Personen (n=236) eine Korrelation zwischen der Reaktion auf Arylamine und PPD zeigen. 
75 % der 4-Aminoazobenzen (p-Aminoazobenzol, AAB), 66 % der Dispersionsorange 3 
(DO), 36 % der Dispersionsgelb (Disperse Yellow 3 (DY) aber nur 16 % der Dispersions-
blau 124 (DB124) sensibilisierten Personen reagierten ebenfalls auf PPD. Zusätzlich rea-
gierten die meisten DO sensibilisierten Personen auch positiv auf AAB und umgekehrt 
(Seidenari et al., 1997). Goon et al. zeigten in einer Studie an 128 Personen, die im 
Epikutantest positiv auf PPD reagierten, in 46,1 % eine Korrelation zu DO und in 21,9 % zu 
DY. Es wurden jedoch keine gleichzeitigen Reaktionen zu BBY verzeichnet. Diese Aussage 
konnte in vitro nicht bestätigt werden, da hier auch Ko-Reaktionen zu BBY in 46 % ermittelt 
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wurden. In einer anderen Studie (n=638) reagierten 16,2 % auf AAB, 14,1 % auf PPD, 10 % 
auf PTD, 8,5 % auf 4,4-Diaminodiphenylmethan (DDM) und 8,4 % auf DO. Hier wurde ein 
Zusammenhang zwischen der Stärke der Reaktion und der Häufigkeit auf mehrere Sub-
stanzen zu reagieren festgestellt. Je stärker die Reaktion im Epikutantest z. B. auf PPD war, 
desto häufiger wurden Reaktionen auf weitere Substanzen beobachtet (Uter et al., 2002b). 
Diese Beobachtung konnte in vitro nicht bestätigt werden. Es konnte kein Zusammenhang 
zwischen der Stärke der Proliferationsantwort auf PPD und der Häufigkeit auf weitere 
Substanzen zu reagieren beobachtet werden. 
Zu den para-Aminoverbindungen gehören nicht nur verschiedene Kontaktallergene, wie z. B. 
PPD, AAB und DO, sondern auch Sulfonamidantibiotika, wie z. B Sulfamethoxazol (SMX). In 
der Klinik werden Kreuzreaktionen zwischen para-Aminoverbindungen und Sulfonamidanti-
biotika beschrieben (Arroyo, 2003). Um herauszufinden, ob auch in vitro dieser Zusammen-
hang nachzuweisen war, wurden die T-Lymphozyten PPD sensibilisierter Patienten zu-
sätzlich mit einem Sulfonamidantibiotikum (SMX) stimuliert. Die T-Lymphozyten aller fünf 
getesteten Patienten reagierten sowohl auf verschiedene para-Aminokontaktallergene als 
auch auf die para-Aminoverbindung SMX. Um eine Aussage treffen zu können, ob es sich 
hier um eine Ko-Sensibilisierung oder tatsächlich um Kreuzreaktivität handelt, müßten 
Untersuchungen an T-Zell-Klonen durchgeführt werden.  
 
Trotz des wiederholten häufigen Kontaktes mit sensibilisierenden Substanzen entwickelt sich 
bei der Mehrheit der exponierten Individuen keine klinisch relevante Immunantwort. Ver-
schiedene Studien haben gezeigt, dass bei der allergischen Kontaktallergie auf Nickel auch 
Nichtallergiker sensibilisiert sein können und Nickel-spezifische T-Lymphozyten im 
peripheren Blut vorkommen (Lisby et al., 1999), (Cavani et al., 1998), (Kapsenberg et al., 
1992a). Die häufige Sensibilisierung auf Nickel bei Nichtallergikern könnte auf die 
kontinuierliche Exposition mit Nickel zurückzuführen sein. Da auch Arylamine ubiquitär 
vorkommen, wurde im Rahmen dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob mit Arylaminen 
exponierte Personen, die keine klinischen Symptome für eine allergische Kontaktdermatitis 
zeigten, in vitro reagierten und eine Sensibilisierung vorlag. Hierzu wurde die Proliferation 
von T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut exponierter Personen nach Stimulation mit 
verschiedenen Arylaminen untersucht. 
Bei 50 % der durchgeführten LTT konnten positive Reaktionen erzielt werden, was darauf 
hindeutet, dass die mit Arylaminen exponierten Personen auf diese Substanzen sensibilisiert 
waren. Bei den Personen mit negativem Ergebnis im LTT lag entweder tatsächlich keine 
Sensibilisierung vor oder die Anzahl, der auf die getesteten Substanzen spezifischen T-
Lymphozyten, war so gering, dass sie unter die Detektionsgrenze fiel. Für letzteres spricht, 
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dass auch aus den T-Lymphozyten von Personen, die im LTT negativ reagiert haben, 
arylamin-spezifische T-Zell-Linien etabliert werden konnten. Diese Ergebnisse zeigten, dass 
mit Arylaminen exponierte Personen auf diese sensibilisiert waren, wobei jedoch deutlich 
weniger und schwächere in vitro Reaktionen als bei den Patienten beobachtet wurden. 
Ähnliche Beobachtungen konnten auch bei ACD auf Nickel gemacht werden. Die PBMC von 
Nickel-Allergikern zeigten eine signifikant höhere Proliferationsantwort im Vergleich zu nicht-
allergischen Personen (Cederbrant et al., 2003), (von Blomberg - van der Flier, 1989).  
Es stellt sich die Frage warum sensibilisierte exponierte Personen keine allergische Reaktion 
zeigen. Bei der Charakterisierung des Zytokinprofils von CD4+ T-Lymphozyten aus Nickel- 
Allergikern und nicht-allergischen Personen konnte kein qualitativer Unterschied zwischen 
den nickel-spezifischen T-Lymphozyten aufgezeigt werden. Die Zellen aus beiden Personen-
gruppen sezernierten eine hohe Menge an IFNγ und wenig IL-4 und wiesen demnach ein 
Th1-Muster auf (Lisby et al., 1999), (Kapsenberg et al., 1992a). Kapsenberg et al. stellten die 
Vermutung auf, dass die Auslösung einer allergischen Kontaktdermatitis nicht auf den 
verschiedenen Zytokinmustern der CD4+ T-Lymphozyten beruht, wie bei anderen 
allergischen Erkrankungen, z. B. bei der atopischen Dermatitis gezeigt werden konnte 
(Kapsenberg et al., 1992b), (Wierenga et al., 1991), sondern eher in der Frequenz oder 
Funktion der CD8+ T-Lymphozyten liegt. Cavani et al. (Cavani et al., 1998) konnten hingegen 
unterschiedliche Muster in der Zytokinfreisetzung bei Nickel-Allergikern und Nichtallergikern 
zeigen. Die nickel-spezifischen CD4+ T-Lymphozyten aus Nichtallergikern zeigten eine 
niedrigere IFNγ und höhere IL-10 Produktion als die aus Nickel-Allergikern. 
Interessanterweise identifizierten Cavani et al. sowohl CD4+CD45RO+ memory als auch 
CD8+ Nickel-reaktive T-Zellen im peripheren Blut von Nickel-Allergikern, wohingegen in nicht-
allergische Individuen nur Nickel-reaktive CD4+CD45RO+ memory T-Zellen detektiert 
wurden. Die Existenz von Nickel-spezifischen CD4+CD45RO+ memory T-Zellen deutet 
daraufhin, dass ein CD4+ T-Zell priming auf Nickel auch in Nichtallergikern erfolgt. 
Eine weitergehende Charakterisierung der arylamin-spezifischen T-Lymphozyten aus Nicht-
allergikern erscheint lohnenswert, da möglicherweise mechanistische Unterschiede zu den 
besser untersuchten Metallen denkbar sind. Krasteva et al. (Krasteva et al., 1999a) erklärten 
mit einem ähnlichen Ansatz die Präsenz von memory T-Lymphozyten im peripheren Blut von 
exponierten Personen mit negativem Epikutantest. Die allergische Kontaktdermatitis wird 
dort als komplexes Ergebnis der Aktivierung von zwei T-Zellpopulationen, die mit entgegen-
gesetzten Funktionen ausgestattet sind, gesehen: Effektor- und regulatorische Funktionen. 
Die Dauer und Schwere der allergischen Reaktion beruht auf der Aktivierung und Größe der 
verschiedenen T-Zellpopulationen, mit zwei möglichen Endpunkten im sensibilisierten 
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Individuum: ein Ausbleiben der Entzündung trotz weiterem Kontakt mit dem Hapten 
(Toleranz) oder chronische Kontaktdermatitis. 
Viele Forschungsergebnisse deuten daraufhin, dass es sich bei der Regulation der 
allergischen Kontaktdermatitis um einen aktiven immunologischen Prozess handelt, der auf 
der Interaktion unterschiedlicher Zelltypen beruht und pathologische Reaktionen nur zur 
Ausprägung kommen, wenn die Balance zwischen Effektor- und regulatorischen Zellen 
gestört wird.  
 
Bedingt durch ihre strukturellen Eigenschaften können Haptene sowohl exogen als auch 
endogen prozessiert werden und demnach über MHC I und MHC II präsentiert werden und 
somit zu einer Erkennung durch CD8+ und CD4+ T-Lymphozyten führen. Infolge von einigen 
Studien im Maussystem wurden CD8+ T-Lymphozyten als die dominanten Effektorzellen, die 
für die Auslösung der Kontakthypersensibilisierung verantwortlich sind, postuliert (Martin et 
al., 2000), (Bour et al., 1995). In Depletionsstudien an Mäusen konnte jedoch auch gezeigt 
werden, dass bei der Kontaktsensibilisierung auf 1-Fluoro-2,4-Dinitrobenzol sowohl CD4+ als 
auch CD8+ T-Zellen eine Effektorfunktion zukommt und beide eine entscheidende Rolle 
spielen (Gocinski und Tigelaar, 1990). Im humanen System konnten bei der allergischen 
Kontaktdermatitis auf Nickel (Cavani et al., 1998), (Moulon et al., 1998) und auf Duftstoffe 
(Sieben et al., 2001a) sowie auf beta-Lactam Antibiotika (Brander et al., 1995) und 
Sulfonamide (Mauri-Hellweg et al., 1995) ebenfalls CD4+ und CD8+ antigen-spezifische T-
Lymphozyten nachgewiesen werden. Welche Aufgaben die verschiedenen T-Zelltypen über-
nehmen und welche Faktoren darauf Einfluß nehmen, ist trotz intensiver Forschung noch 
nicht vollständig geklärt. 
Inwieweit welche T-Zellsubpopulationen bei der allergischen Kontaktdermatitis auf Arylamine 
involviert sind, ist bisher noch nicht untersucht worden. Um das Proliferationsverhalten der T-
Zellsubpopulationen auf Arylamine zu charakterisieren, wurden CD4+ und CD8+ T-Lympho-
zyten exemplarisch aus einem Patienten mit akuter allergischer Kontaktdermatitis und einem 
symptomfreien Patienten analysiert.  
In beiden Fällen konnten arylamin-spezifische CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten nachge-
wiesen werden, wobei die CD8+ T-Zellen aus dem Patienten mit akuter Erkrankung sich 
durch wesentlich mehr Substanzen stimulieren ließen als die aus dem symptomfreien Fall. 
Humane Nickel-spezifische CD8+ T-Zellen entwickelten Zytotoxizität gegen mit Nickel 
vorbehandelte epidermale Keratinozyten. CD8+ Tc1- und Tc2-Zellen besitzen die Fähigkeit 
ihre zytotoxischen Effekte sowohl bei ruhenden, als auch bei durch IFNγ aktivierten 
Keratinozyten einzusetzen und sezernieren dabei häufig Perforine und Granzyme (Traidl et 
al., 2000), (Moulon et al., 1998). In mit Nickel sensibilisierten Nichtallergikern konnten im 
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peripheren Blut nur Nickel-spezifische CD4+, aber keine CD8+ T-Lymphozyten nachgewiesen 
werden (Cavani et al., 1998). Es wird vermutet, dass hauptsächlich CD8+ T-Zellen für die 
Initiation der Entzündungsreaktion mitverantwortlich sind und die Ausprägung der 
Erkrankung eventuell mit der Frequenz an hapten-spezifischen CD8+ T-Zellen im peripheren 
Blut zusammenhängt. Untersuchungen an Nickel-reaktiven CD4+ Th1 Zellen zeigten, dass 
sie potentiell auch zytotoxisch auf Keratinozyten wirken können. CD4+ Th1 Zellen erkennen 
MHC II-determinierte Hapten-Epitope. CD4+ Th1 Zellen können ihre zytotoxischen 
Funktionen jedoch erst zum Einsatz bringen, wenn die Keratinozyten durch die Freisetzung 
von IFNγ von Typ1-Zellen und die dadurch bedingte Hochregulation von MHC II und Fas für 
die Attacke der CD4+-Zellen sensitiv sind. Sie vermitteln diese Reaktion durch den Fas-FasL-
Mechanismus (Traidl et al., 2000), (Cavani et al., 2003a), (Trautmann et al., 2000). Eine 
zytotoxische Wirkung von Nickel-spezifischen Th2 T-Zellen auf Keratinozyten konnte nicht 
nachgewiesen werden. Th2 T-Zellen zeigten jedoch zytotoxische Aktivität gegenüber 
autologen B-Zell-Linien (Traidl et al., 2000). Es wurde vermutet, dass die Zytotoxizität von 
Th2 T-Zellen durch die Elimination von antigenpräsentierenden Zellen eine regulatorische 
Funktion übernimmt (Brakkmann et al., 1987). Andererseits können Th1 und Th2 T-Zellen 
effektiv bei der Expression der ACD mitwirken, indem sie andere Zelltypen wie z. B. 
Keratinozyten induzieren Chemokine freizusetzen, die wiederum weitere T-Zellen in die Haut 
locken (Albanesi et al., 2001), (Sebastiani et al., 2002). Demnach scheinen CD4+ T-Zellen 
nicht nur regulatorische sondern auch Effektorfunktionen bei der Auslösung der allergischen 
Kontaktdermatitis zu übernehmen. Um mehr darüber zu erfahren welche Aufgaben die 
verschiedenen T-Zelltypen bei der Auslösung der ACD übernehmen, wäre es von großem 
Interesse die zytotoxischen Wirkungen arylamin-spezifischer CD8+, aber auch CD4+ T-
Lymphozyten aus Fällen mit akuter ACD, symptomfreien Fällen und Nichtallergikern 
vergleichend zu studieren. 
 
Alle untersuchten T-Zell-Linien, die aus dem peripheren Blut, der Flüssigkeit einer Blase und 
aus zwei Biopsien eines PPD sensibilisierten Patienten mit akuter Kontaktdermatitis 
generiert wurden, exprimierten den αβ T-Zell-Rezeptor und wesentlich mehr CD45RO als 
CD45RA. Nickel-reaktive T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut von Nickel-Allergikern 
wurden ebenfalls als CD4+CD45RO+ T-Gedächtniszellen identifiziert (Moed et al., 2004), 
(Cavani et al., 1998). Die T-Zell-Linien aus den Biopsien waren deutlich CD8 positiv, die TCL 
aus der Blasenflüssigkeit und den PBMC waren dagegen überwiegend CD4 positiv. Bei den 
T-Zell-Linien aus einer Biopsie wurden gleichzeitig eine hohe CD8 (90 %) und eine CD4 (ca. 
35 %) Expression verzeichnet. Es ist bekannt, dass CD4+CD8+ doppelt positive T-
Lymphozyten in einer geringen Frequenz im peripheren Blut vorkommen (Brod et al., 1990). 
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In CD4+ Th1 TCL konnte durch externe Stimuli eine Koexpression von CD8 induziert werden 
(Park et al., 2002). In Mäusen konnte gezeigt werden, dass die epikutane Immunisierung mit 
Proteinantigenen CD4+CD8+ positive unspezifische Suppressorzellen induziert, die die 
Kontaktsensiblisierung über TGF-β (transforming growth factor-β) inhibieren (Szczepanik et 
al., 2005). Eventuell könnte es sich hier um eine Koexpression handeln, eine eindeutige 
Aussage war jedoch nicht möglich. Um die Quantität und Verteilung der T-Zellsub-
populationen während der allergischen Kontaktdermatitis auf Arylamine beurteilen zu können 
und so weitere Einblicke in den Pathomechanismus zu erlangen, wäre es von Interesse die 
isolierten Zellfraktionen und ihre in vitro Reaktionen weiterer Spender in unterschiedlichen 
Stadien der Erkrankung zu charakterisieren. Die Ergebnisse unterstreichen jedoch die Hypo-
these, dass CD8+ T-Lymphozyten die erste akute inflammatorische Reaktion auslösen, 
während die CD4+ T-Lymphozyten etwas verzögert als Effektorzellen und regulatorische 
Zellen zum Einsatz kommen (Akiba et al., 2002). 
 
Anfänglich wurde vermutet, dass Th1 T-Zellen für die Vermittlung der Kontaktsensiblisierung 
verantwortlich sind. In Untersuchungen im Maussystem konnte gezeigt werden, dass nur 
IFNγ-exprimierende Th1-Zellen fähig waren die DTH-Reaktion zu übertragen (Cher und 
Mosmann, 1987). Auch bei der Allergischen Kontaktdermatitis auf Nickel (Kapsenberg et al., 
1992a), (Sinigaglia et al., 1985) und auf Duftstoffe (Sieben et al., 2001a) wurden zunächst 
antigen-spezifischen Klone beschrieben, die ein Th1-ähnliches Muster zeigten und hohe 
Mengen an IFNγ und wenn überhaupt sehr geringe Mengen an IL-4 und IL-5 exprimierten. 
Die Bedeutung der Th2 T-Zellen wurde vor allem in der Förderung der humoralen 
Immunantwort gesehen (Constant and Bottomly, 1997), (Biedermann et al., 2004). Es ist 
bekannt, dass die Kontaktdermatitis auf Proteinantigene eine Th2-ähnliche Antwort 
hervorruft (Spergel et al., 1998). In weiteren Studien konnten ebenfalls Th2-ähnliche T-
Zellen, die hohe Mengen an IL-4 und IL-5, aber kein IFNγ exprimierten, sowohl aus der Haut 
als auch dem peripheren Blut von Nickel-Allergikern (Borg et al., 2000), (Werfel et al., 1997), 
(Probst et al., 1995) und aus dem peripheren Blut von PPD-Allergikern (Sieben et al., 2002) 
isoliert werden. Die Rekrutierung und Aktivierung weiterer Zellen, die die inflammatorische 
Reaktion verstärken, scheint also nicht alleine auf der Anwesenheit von Th1 Zytokinen wie 
IFNγ zu beruhen. IL-17 wird beispielsweise von Th1 und Th2 T-Zellen produziert und 
verstärkt sowohl die Aktivierung von IFNγ als auch von IL-4 induzierten Keratinozyten 
(Albanesi et al., 2000). 
Die Expressionsprofile wurden nach Stimulation mit den verschiedenen Antigenen bestimmt 
und in Bezug zu der Proliferationsantwort gesetzt. Bei einer hohen Proliferationsantwort 
wurde viel IL-5, IL-4 und RANTES sezerniert, wohingegen bei niedriger Proliferation auch 
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eine wesentlich geringere Menge dieser Mediatoren exprimiert wurde. Die Proliferation und 
die Expression von IL-5, IL-4 und RANTES scheinen miteinander zu korrelieren. Bei einem 
Klon konnte zwar IL-5, aber kein IL-4 nachgewiesen werden. Da IL-4 ein essentieller Um-
gebungsfaktor ist, um die Differenzierung von Th0 in die Richtung von Th2 Zellen zu lenken, 
(Probst et al., 1995), (Swain, 1993) ist es denkbar, dass IL-4 vollständig von den Zellen 
verbraucht worden ist und deswegen nicht nachgewiesen werden konnte. Insgesamt wurde 
sehr wenig oder überhaupt kein IFNγ freigesetzt. Das Zytokinmuster der untersuchten TCC 
wies demnach, einen Th2-ähnlichen Charakter auf. Diese Ergebnisse bestätigen frühere 
Ergebnisse unserer Gruppe, in denen ein Th2-ähnliches Muster für PPD-spezifische TCC 
nachgewiesen werden konnte (Sieben et al., 2002). Werfel et al. (Werfel et al., 1997) stellten 
fest, dass Th2-ähnlichen T-Zellen aus der Haut mehr IL-4 produzierten als die aus dem 
peripheren Blut von Nickel-Allergikern. Eine mögliche Erklärung wäre, dass die T-Lympho-
zyten nachdem sie aus dem Blut in die Haut migriert sind, ihr Zytokinprofil verändern. IL-4 
kann die Expression von VCAM-1 in Endothelzellen induzieren, was die Rekrutierung von 
Monozyten, Lymphozyten und Eosinophilen durch den Antigen-4/VCAM-1 pathway vermittelt 
(Weller, 1992). IL-5 ist ein wichtiger Wachstumsfaktor und Chemoattraktant, sowie ein 
potenter Aktivator für Eosinophile, der die Migration in das lokale Gewebe unterstützt und zu 
Eosinophilen-vermittelten Entzündungsreaktionen führen kann (Sanderson, 1992). Im Maus-
system konnte durch die Gabe von Anti-Maus IL-5 Antikörpern die kutane Entzündung durch 
Eosinophile supprimiert werden (Iwamoto et al., 1992). Reife Eosinophile exprimieren MHC II 
und können so mit CD4+ T-Lymphozyten interagieren (Lucey et al., 1989). Mawhorter et al. 
(Mawhorter et al., 1994) konnten zeigen, dass Eosinophile als antigenpräsentierende Zellen 
dienen können, wobei die Präsentation des Antigens ineffizient ist, wenn eine Prozessierung 
benötigt wird. RANTES ist ein inflammatorisches Chemokin, welches chemoattraktive Effekte 
gegenüber Eosinophilen, Basophilen, Monozyten und T-Lymphozyten ausübt und vor allem 
bei Entzündungsreaktionen von Bedeutung ist. Es erscheint ungefähr 12 Stunden nach der 
Haptenapplikation, begleitet von der Infiltration von mononukleären Zellen in die Dermis und 
Epidermis (Kuna et al., 1992), (Goebeler et al., 2001). Interessanterweise scheinen Th1 und 
Th2 T-Zellen, nachdem der TCR getriggert wurde, ähnliche Muster an Chemokinen zu 
produzieren, eingeschlossen RANTES und IL-8 (Bonecchi et al., 1998), (Sallusto et al., 
1999a). 
Ob bei der Auslösung der allergischen Kontaktdermatitis eher Th1 oder Th2 Zellen eine 
übergeordnete Rolle spielen oder ob es womöglich je nach Situation zu einem Wechsel von 
Th1- zu Th2-ähnlichen Zellen kommen kann, ist trotz intensiver Forschung noch nicht 
geklärt. Bei allergischen Reaktionen auf Lidocain konnten sowohl Th1 als auch Th2-ähnliche 
TCC beobachtet werden, wobei interessanterweise die meisten CD4+ TCC ein Th2- Zytokin-
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muster und nur einzelne CD4+ TCC, aber alle CD8+ TCC ein Th1-Zytokinmuster aufwiesen 
(Zanni et al., 1997), (Pichler et al., 1997). Die von uns charakterisierten Th-2-ähnlichen TCC 
waren alle CD4+. Es ist denkbar, dass die Th1 und Th2 Zellen in einem Gleichgewicht 
zueinander stehen und beiden eine Rolle bei der Auslösung der allergischen Kontakt-
dermatitis zukommt. An Penicillin-spezifischen TCC wurde gezeigt, dass die Konzentration 
des Antigens Einfluß auf das Zytokinmuster nehmen kann. Eine hohe Konzentration 
bedingte ein Th2-ähnliches Muster, wohingegen eine niedrige Konzentration ein Th1-
ähnliches Muster induzierte (Padovan et al., 1999), (Constant und Bottomly, 1997). Kitagaki 
et al. konnten zeigen, dass die wiederholte Applikation des Kontaktallergens Trinitrobenzol in 
Hautläsionen der Maus einen Wechsel von einem Th1- zu einem Th2-ähnlichen Zytokin-
muster herbeiführte (Kitagaki et al., 1997).  
Die Ergebnisse deuten an, dass Th2 T-Zellen möglicherweise eine Rolle bei der Auslösung 
der allergischen Kontaktdermatitis auf Arylamine spielen könnten. Ein substanzspezifischer 
Effekt konnte hier nicht nachgewiesen werden. Inwieweit Th1-Zellen involviert sind und ob 
eine substanzspezifischer Effekt tatsächlich auszuschließen ist, müssen zukünftige Unter-
suchungen an TCC von weiteren Spendern zeigen. Die Auslösung der allergischen Kontakt-
dermatitis stellt sich als komplexer dynamischer Prozeß dar, bei dem unterschiedliche 
Zelltypen zusammenwirken, die von vielen verschiedenen Parametern beeinflußt werden 
können. Für die Aufklärung des zugrunde liegenden Mechanismus besteht auch weiterhin 
ein großer Forschungsbedarf.  
 
Eine allergische Reaktion kann nicht nur durch den Stoff ausgelöst werden, durch den eine 
primäre Sensibilisierung erfolgt ist, sondern auch durch andere Substanzen, die eine hin-
reichend ähnliche Struktur aufweisen. Anhand der Ergebnisse auf dem polyklonalen Level, 
d. h. unter Verwendung von PBMC und T-Zell-Linien, ließ sich jedoch noch keine Aussage 
darüber machen, ob es sich bei den beobachteten Ko-Reaktionen zwischen PPD und 
anderen Arylaminen tatsächlich um Kreuzreaktionen handelte, die auf einem T-Zell-Klon 
(TCC) mit geringerer Spezifität des T-Zell-Rezeptors beruhten oder ob weitere 
Sensibilisierungen vorliegen und die Reaktionen auf die Arylamine auf viele unterschiedliche 
hochspezifische T-Zellen mit verschiedener Spezifität für diese Substanzen zurückzuführen 
waren. Das klassische Konzept besagt, dass ein T-Zell-Klon nur eine Spezifität besitzt, das 
würde bedeuten, dass ein spezifischer T-Zell-Klon nur auf die Substanz reagieren kann, mit 
der er sensibilisiert wurde. Viele experimentelle Beobachtungen (Wucherpfennig, 2004), 
(Wucherpfennig und Strominger, 1995), (Reay et al., 1994), (Depta et al., 2004) und 
theoretische Überlegungen (Depta et al., 2004), (Langman und Cohn, 1999), (Kersh und 
Diskussion 
 
 
 116 
Allen, 1996) deuten jedoch an, dass die Kreuzreaktivität eine essentielle Fähigkeit des T-
Zell-Rezeptors darstellt (siehe 1.4). 
Um die Kreuzreaktivität arylamin-spezifischer TCC zu untersuchen wurden T-Lymphozyten 
aus PPD sensibilisierten Patienten kloniert und die Proliferationsmuster dieser arylamin-
spezifischen TCC auf klonaler Ebene analysiert. Aus vier PPD sensibilisierten Patienten 
konnten insgesamt 38 arylamin-spezifische T-Zell-Klone erfolgreich generiert werden.  
 
Die arylamin-spezifischen TCC wurden durchflußzytometrisch anhand der Expression ihrer 
Oberflächenmoleküle charakterisiert. Alle untersuchten TCC wurden als CD45RO CD4+ T-
Lymphozyten, die einen TCR vom αβ Typ exprimierten, identifiziert. Nur ein Klon war CD8+ 
und exprimierte interessanterweise einen T-Zell-Rezeptor vom γδ Typ. Diese Ergebnisse 
stimmen mit anderen Studien überein, in denen in der Mehrheit Lidocain-spezifische (Zanni 
et al., 1997) und Nickel-spezifische (Pichler et al., 1997), (Moulon et al., 1995), (Kapsenberg 
et al., 1992a) CD4+ αβ TCR TCC etabliert werden konnten. Die geringe Anzahl an CD8+ TCC 
lässt sich möglicherweise damit erklären, dass CD8+ TCC aufgrund ihrer zytotoxischen 
Eigenschaften sehr schwierig lange in Kultur zu halten sind. Untersuchungen an p53-
defizitären Mäusen zeigten, dass die Klonierungseffizienz von CD8+ TCC in Abwesenheit 
von p53 wesentlich besser war. P53 ist von essentieller Bedeutung für die Regulation des 
Zellzyklus (Zhou et al., 1999). Die Bedeutung von γδ + T-Zellen für die Auslösung der 
Kontaktdermatitis wurde im Mausmodell gezeigt (Yokozeki, 2001). Durch die Entfernung von 
γδ + T-Zellen konnte die durch spezifische αβ + T-Zellen induzierte Kontaktdermatitis 
aufgehoben und durch Zugabe der γδ + T-Zellen wiederhergestellt werden (Ptak and 
Askenase, 1992), (Ptak et al., 1996). Zuerst wurde angenommen, dass hauptsächlich kleine 
Nicht-Peptid Antigene von humanen γδ + T-Zellen erkannt werden (Tanaka et al., 1995). Es 
konnte aber an Lidocain-spezifischen TCC gezeigt, dass sich γδ + T-Zellen auch durch 
klassiche Haptene aktivieren ließen (Zanni et al., 1997).  
 
Der T-Zell-Rezeptor (TCR) dient der spezifischen Bindung und Erkennung des Antigens. Ein 
reifer T-Lymphozyt exprimiert normalerweise nur noch einen Rezeptortyp einheitlicher 
Spezifität (Huppa und Davis, 2003), (Janeway et al., 2002), (Cantrell, 1996). Für die meisten 
Haptene ist nicht bekannt, welche Epitope durch die vielfältigen TCR erkannt werden. Eine 
Möglichkeit den Grad der strukturellen Variabilität der Epitope zu beurteilen, ist die Analyse 
des TCR-Repertoires für bestimmte Antigene (Vollmer et al., 1997). Trotz der Diversität der 
Hapten-Epitope-Erkennung durch spezifische T-Zellen in der allergischen Kontaktdermatitis 
ist bekannt, dass vermutlich nur ein limitiertes TCR-Repertoire genutzt wird (Werfel et al., 
1997), (Silvennoinen-Kassinen et al., 1998).  
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Die durchflußzytometrische Analyse der Vβ-Ketten ergab, dass acht der neun untersuchten 
TCC nur eine Vβ-Ketten stark exprimierten, wodurch die Klonalität der generierten TCC 
bestätigt wurde. Ein endgültiger Beweis für die Klonalität der TCC durch Sequenzierung des 
TCR konnte leider auf Grund der limitierenden Zellzahl der TCC nicht erbracht werden. Bei 
einem der untersuchten Klone konnte keine der gemessenen Vβ-Ketten nachgewiesen 
werden. Es ist jedoch möglich, dass dieser Klon eine andere Vβ-Ketten exprimierte, die hier 
nicht gemessen wurde. 62,5 % der untersuchten Klone exprimierten Vβ 16. Desweiteren 
wies ein Klon Vβ 2, einer Vβ 9 und einer Vβ 22 auf. Diese Daten bestätigen frühere 
Ergebnisse der Arbeitsgruppe, bei denen 50 % der untersuchten PPD-spezifischen TCC 
ebenfalls Vβ 16 exprimierten, zusätzlich wurden hier Vβ 6, 9 und 13 nachgewiesen (Sieben 
et al., 2002). Demnach scheinen außer Vβ 16 noch weitere Vβ Ketten bei der Erkennung von 
Arylaminen eine Rolle zu spielen. Hier konnte durch Stimulation von PBMC mit PPD keine 
Anreicherung von Vβ 16 erreicht werden. Diese Ergebnisse deuten an, dass Vβ 16 sich nicht 
als Marker für eine PPD Sensibilisierung eignet, möglicherweise war die Frequenz der PPD-
spezifischen T-Zellen im Blut zu gering oder ein Inkubationszeitraum von zehn Tagen zu 
kurz. Theoretisch würde man für jede in dieser Arbeit definierten Gruppen eine bestimmte 
Vβ-Ketten-Expression erwarten. Eine Korrelation der Vβ -Ketten-Expression zu bestimmten 
Gruppen von TCC konnte bisher aber nicht nachgewiesen werden. In den hinsichtlich der 
Vβ-Ketten untersuchten TCC waren alle drei Gruppen vertreten, wobei beachtet werden 
sollte, dass diese TCC alle aus einer Person stammten. Um eine Gruppenzugehörigkeit 
tatsächlich erkennen oder auch ausschließen zu können, ist es unbedingt notwendig in 
weiterer Forschungsarbeit eine größere Anzahl von TCC von unterschiedlichen Personen 
hinsichtlich dieser Fragestellung zu betrachten. 
Interessanterweise wurden alle Klone, die Vβ 16 aufwiesen, ursprünglich mit PPD stimuliert, 
wohingegen die übrigen drei TCC ursprünglich mit BB stimuliert wurden. Das legt wiederum 
die Vermutung nahe, dass Vβ 16 eine wichtige Bedeutung in der Effektorphase der PPD-
induzierten allergischen Kontaktdermatitis zukommt. Bei Nickel-spezifischen CD4+ T-Zellen 
wurde vor allem die Kette Vβ 17 zur Erkennung des Antigens verwendet, wobei festgestellt 
wurde, dass die relative Häufigkeit der Kette mit der Schwere der Erkrankung korreliert 
(Vollmer et al., 1997). Büdinger et al. (Büdinger et al., 2001) konnten zeigen, dass in der 
Nickel-induzierten allergischen Kontaktdermatitis sowohl periphere als auch kutane T-
Lymphozyten vorwiegend TCR Vβ 17 exprimierten. Ein limitiertes TCR-Repertoire ist auch 
für andere Krankheiten, wie rheumatoide Arthritis (Sottini et al., 1991) oder Multipler Sklerose 
(Martin, 1997) bekannt. Die Analyse der Variabilität des TCR bietet die Möglichkeit für den 
Ansatz neuer therapeutischer Strategien (Aroeire, 2006), (Tang et al., 2006) 
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Um die Kreuzreaktivität arylamin-spezifischer TCC zu untersuchen, wurden die 
Proliferationsmuster der arylamin-spezifischen TCC auf klonaler Ebene analysiert. Einige der 
T-Zell-Klone zeigten hochspezifische Reaktionen auf nur eine Substanz. Ein großer Teil der 
getesteten TCC ließen sich hingegen mit mehr als einer Substanz stimulieren. Es konnten 
positive Proliferationsantworten auf alle neun getesteten Arylamine nachgewiesen werden. 
Am häufigsten wurden, wie auf der polyklonalen Ebene, Reaktionen auf PPD, PTD, BB und 
AAB beobachtet. Diese Ergebnisse zeigten, dass arylamin-spezifische T-Zell-Klone aus 
PPD-sensibilisierten Personen nicht nur spezifisch auf PPD, sondern auch auf weitere 
Arylamine reagierten. Diese arylamin-spezifischen TCC scheinen eine geringe Spezifität des 
T-Zell-Rezeptors aufzuweisen. 
Anhand der aus den Proliferationsdaten ersichtlichen Reaktionsmuster ließen sich die TCC 
in drei Gruppen einteilen. Die Gruppeneinteilung beruhte auf der Anzahl der Benzolringe und 
war nach Testung mit vier, sechs und neun Substanzen valide. Die Gruppeneinteilung 
konnte durch die Reaktionsmuster auf polyklonaler Ebene bestätigt werden, prinzipiell ent-
sprachen die Proliferationsmuster der gemischten T-Lymphozyten (PBMC, TCL) der klonalen 
Prolfierationsantwort. Daraus läßt sich schließen, dass es sich bei den beobachteten 
Mustern nicht um ein in vitro Artefakt handelt. Die Reaktionsmuster waren nicht nur auf die 
Antworten von T-Lymphozyten aus Patienten beschränkt, sondern konnten auch an den T-
Lymphozyten aus exponierten Nichtallergikern nach entsprechender Stimulation nach-
gewiesen werden. Zuvor wurde gezeigt, dass mit Arylaminen exponierte Personen auf diese 
sensibilisiert sein können. Auf Grund dieser Befunde ist es denkbar, dass die Reaktions-
muster möglicherweise nicht an die Erkrankung der allergischen Kontaktdermatitis gekoppelt 
sind, sondern vielmehr an die Sensibilisierung. 
Die Reaktionsmuster wurden durch Reaktion und „Nichtreaktion“ gebildet. Die „Nichtreaktion“ 
bedeutet, dass sich ein TCC durch eine bestimmte Substanz in einem bestimmten 
Konzentrationsbereich nicht stimulieren ließ. Das impliziert nicht unbedingt, dass dieser TCC 
nicht auf diese Substanz reagieren kann, sondern es besteht auch die Möglichkeit, dass 
bedingt durch individuelle Charakteristika der Substanz proliferationshemmende Wirkungen 
bei einer bestimmten Konzentration auftreten könnten. Jeder TCC besitzt vermutlich eine 
unterschiedliche Empfindlichkeit für das Antigen. Um diese Möglichkeit abschließend 
beurteilen zu können, müßte für jeden TCC und für jede Substanz eine Dosis-Wirkungskurve 
angefertigt werden, was im Rahmen dieser Arbeit auf Grund der limitierenden Anzahl an 
spezifischen stimulierbaren TCC und ihrer begrenzte Lebensdauer leider nicht möglich war.  
 
Es werden verschiedene Mechanismen als Erklärungsansätze für die häufig beobachteten 
Kreuzreaktionen herangezogen: einen allgemein reaktiven Metaboliten, die Präsentation 
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identischer kryptischer Peptide, unterschiedliche Wege der Haptenpräsentation oder aber 
eine echte Kreuzreaktion (siehe 1.4). 
Die Gruppe I entspricht der klassischen Vorstellung, dass ein Klon nur spezifisch auf eine 
Substanz reagiert. Es stellt sich die Frage, wodurch sich die Kreuzreaktivität der anderen 
TCC erklären lässt. Seidenari et al. (Seidenari et al., 1997) stellten die Vermutung auf, dass 
das Kreuzreaktivitätspotential mit der Anzahl der Substituenten im Benzolring abnimmt. 
Diese Vermutung konnte mit unseren Ergebnissen nicht bestätigt werden. 
Die meisten Haptene sind aufgrund ihrer Reaktivität theoretisch fähig verschiedene Proteine 
zu modifizieren, eingeschlossen MHC-Moleküle oder auch cytoplasmatische Proteine. 
Klassische per se reaktive Haptene können auf zwei unterschiedlichen Wegen präsentiert 
werden. Nach dem Hapten-Carrier-Modell, einem kovalenten, prozessierungs-abhängigen 
Weg, bindet das Hapten kovalent an ein Carrier-Protein, wird in der Zelle prozessiert und an-
schliessend als hapten-modifiziertes immunogenes Peptid über MHC-Klasse II präsentiert. 
Zum anderen kann ein Hapten über einen kovalenten, prozessierungs-unabhängigen Weg 
präsentiert werden, indem es direkt kovalent an den Peptid-MHC-Komplex bindet (Zanni et 
al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass die Haptenisierung von fixierten prozessierungs-
unfähigen antigenpräsentierenden Zellen zur Modifikation von MHC assoziierten Peptiden 
direkt auf der Zelloberfläche führen kann. 
Bei per se nicht-reaktiven Prohaptenen wurde zunächst davon ausgegangen, dass eine 
metabolische Aktivierung notwendig ist, um die Bindung an einen Carrier-Molekül zu ermög-
lichen und sie so immunogen zu machen. Es wurde jedoch postuliert, dass Prohaptene auch 
sehr schnell über einen metabolisierungs- und prozessierungs–unabhängigen Weg 
präsentiert werden können, indem sie direkt und nichtkovalent an den MHC-Peptid-Komplex 
binden. Solch eine Bindung könnte an die Stimulation durch ein Superantigen erinnern 
(Weltzien et al., 1996).  
Zanni et al. (Zanni et al., 1998) konnten in Untersuchungen an spezifischen T-Zell-Klonen 
sowohl mit per se reaktiven Antibiotika wie z. B. ß-Lactam, als auch mit per se nicht 
reaktiven prohaptenischen Antibiotika wie SMX und Lidocain diese Erklärungsansätze 
bestätigen. Chemisch nichtreaktive Medikamente lösten eine sehr schnelle Internalisierung 
des T-Zell-Rezeptors und einen direkten und anhaltenden Anstieg des Ca2+-Gehaltes aus. 
Im Gegensatz dazu benötigten chemisch reaktive Haptene sechs Stunden um den T-Zell-
Rezeptor runterzuregulieren. Das deutet daraufhin, dass nicht-reaktive Prohaptene nicht 
metabolisiert und prozessiert werden, da dieser Vorgang 4-6 Stunden dauern würde, der T-
Zell-Rezeptor aber bereits nach 20 Minuten runterreguliert wurde.  
Bei denen im Rahmen dieser Arbeit getesteten Substanzen handelte es sich teilweise um 
per se nicht-reaktive Prohaptene und teilweise um Haptene. Es ist demnach durchaus 
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vorstellbar, dass die Arylamine den arylamin-spezifischen TCC über unterschiedliche Wege 
präsentiert wurden. Frühere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe deuten an, dass zwei 
verschiedene Wege der Antigenpräsentation in die Aktivierung desselben spezifischen T-
Zell-Klons involviert sein können. Sieben et al. (Sieben et al., 2002) führten Untersuchungen 
an PPD-spezifischen T-Zell-Klonen durch. Einige der T-Zell-Klone reagierten sowohl auf 
PPD als auch auf BB. Es konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz fixierter antigen-
präsentierender Zellen die Proliferationsantwort auf PPD nicht beeinflußt wurde, wobei 
gepulste antigenpräsentierende Zellen nicht in der Lage waren die TCC zu stimulieren. Bei 
BB hingegen wurde die Proliferation durch fixierte antigenpräsentierende Zellen fast 
vollständig unterbunden, wohingegen gepulste antigenpräsentierende Zellen sehr wohl fähig 
waren spezifische T-Zell-Klone zu stimulieren. Es wurden ein prozessierungs-unabhängiger 
Weg der Antigenpräsentation für PPD und ein prozessierungs-abhängiger Weg für BB 
postuliert.  
Es ist denkbar, dass bei arylamin-spezifischen TCC beide Wege der Antigenpräsentation in 
ihre Aktivierung involviert sein könnten. Um diese Vermutungen bezüglich der Hapten-
präsentation und Prozessierung der verschiedenen Arylamine bestätigen zu können, müssen 
weitere Untersuchungen an arylamin-spezifischen TCC mit fixierten antigenpräsentierenden 
Zellen durchgeführt werden. 
 
Wie würde sich aber die gleichzeitige Reaktion auf Substanzen erklären lassen, die über den 
gleichen Weg präsentiert werden könnten. Es ist wahrscheinlich, dass nicht alleine die Art 
der Haptenpräsentation für eine kreuzreaktive Antwort verantwortlich ist, sondern, dass es 
sich vielmehr um ein Zusammenspiel verschiedener Faktoren handelt. Basketter et al. 
postulierten im sogenannten Prohapten-Konzept, dass durch die Metabolisierung ver-
schiedener prohaptenischer para-Aminosubstanzen als allgemeiner reaktiver Metabolit das 
Oxidationsprodukt p-Benzochinon gebildet wird. Es konnte jedoch in vivo nicht bestätigt 
werden, dass die beobachteten Kreuzreaktionen auf para-Substanzen auf dieser Vermutung 
beruhen könnten. Im Meerschweinchen konnten keine Kreuzreaktionen zwischen PPD und 
Hydrochinon nachgewiesen werden (Basketter und Goodwin, 1988) und auch im humanen 
System konnten nur wenige Kreuzreaktionen zwischen para-Substanzen und p-Benzochinon 
beobachtet werden (Basketter und Liden, 1992). Womöglich kommt es durch vorherige 
Metabolisierung der Substanzen nicht nur zur Bildung eines, sondern mehrerer ver-
schiedener Neoantigene, die dann über bestimmte Wege präsentiert werden könnten. Um 
eine Aussage über die Metabolisierung der verschiedenen Arylamine treffen zu können, ist 
die Identifizierung und Charakterisierung der Metabolite von großem Interesse.  
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DMBA (Dimethylbenzanthracene) ein polyaromatisches Hydrocarbon führte nur in Mäusen, 
die DMBA metabolisieren konnten, zur Ausbildung einer Kontaktdermatitis. Wurde der 
Metabolismus inhibiert, wurde auch die Intensität der Reaktion stark reduziert (Anderson et 
al., 1995). Diese Beobachtung impliziert, dass der individuelle Metabolismus ebenfalls 
wichtig ist, um eine Sensibilisierung und somit eine allergische Reaktion auszubilden. Die 
genetisch bedingte enzymatische Ausstattung einer Person könnte somit eine Schlüssel-
determinante für die individuelle Suszeptibilität zur Entwicklung einer Kontaktallergie sein 
(siehe 1.2.4). 
Wulferink und Kollegen (Wulferink et al., 2002) führten an CD4+ T-Zell-Hybridomas aus der 
Maus Untersuchungen zu Kreuzreaktionen auf para-Verbindungen durch. Die T-Zell-
Hybridomas wurden mit haptenisierten Selbst-Globin-Addukten immunisiert. Als Haptene 
wurden PPD, BB, para-Aminophenol (pAP) und Benzochinon verwendet. Einige T-Zell-Klone 
zeigten Kreuzreaktionen, indem sie nicht nur auf das immunisierende Antigen, sondern auch 
auf andere Hapten-Protein-Addukte reagierten. Die Reaktion auf verschiedene, aber 
metabolisch ähnliche para-Substanzen, z. B. auf PPD und BB wird hier durch die Formation 
eines allgemeinen Metaboliten erklärt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass einige der 
Hybridomas auch auf Globin-Addukte von metabolisch nicht verwandten para-Substanzen 
reagierten, wie z. B. BB und Benzochinon. Das deutet darauf hin, dass individuelle T-Zell-
Klone echte Kreuzreaktionen auf para-Verbindungen eingehen können, bei der der T-Zell-
Rezeptor nicht in der Lage ist zwischen den Protein-Addukten verschiedener Haptene zu 
unterscheiden. 
Die Ergebnisse deuten an, dass sich das komplexe Phänomen der Kreuzreaktivität 
vermutlich nicht durch einen Mechanismus erklären lässt. Die Ereignisse die zur Aktivierung 
eines TCC und zu einer Kreuzreaktion führen können, werden vermutlich vom Zusammen-
spiel verschiedener Faktoren beeinflußt, so dass die Kreuzreaktionsmuster eines TCC sehr 
individuell betrachtet werden sollten. Die echte Kreuzreaktion scheint jedoch neben der 
Bildung allgemeiner Metaboliten, den unterschiedlichen Möglichkeiten der Hapten-
präsentation und dem metabolischen Status der Person selber einen weiteren möglichen 
Erklärungsansatz für die Kreuzsensibilisierung darzustellen. 
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5 Zusammenfassung 
 
Die allergische Kontaktdermatitis ist eine allergische Spätreaktion vom Typ IV, die durch 
hapten-spezifische T-Zellen vermittelt wird. Obwohl in klinischen Fallstudien über Patienten 
berichtet wird, die in vivo im Epikutantest auf mehrere Arylamine und para-Aminover-
bindungen gleichzeitig reagieren, gibt es nur unzureichende Informationen über die 
zellulären und molekularen Grundlagen hinsichtlich Kreuzsensibilisierungen und Kreuz-
reaktionen. Die para-Gruppenallergie bietet sich daher als relevantes Modell an, um 
Kreuzreaktionen in vitro zu studieren. Bisher wurden in vitro die Reaktionen von T-Lympho-
zyten auf para-Phenylendiamin und seinem Oxidationsprodukte Bandrowski´s Base unter-
sucht. Das Ziel der Arbeit war es das allergene Potential von para-Aminoverbindungen und 
Arylaminen in vitro auf polyklonaler und auf monklonaler Ebene anhand der Reaktions-
mustern von T-Lymphozyten zu charakterisieren.  
 
Die Spezifität der T-Lymphozyten blieb sowohl durch Kultivierung über mehrere Wochen als 
auch durch langfristige Lagerung in flüssigem Stickstoff erhalten. 
 
Die Spezifität der in vitro Proliferation auf PPD lag im Vergleich zu den in vivo Befunden des 
Epikutantests bei 83 %. Durch eine Nachstimulation mit Antikörpern gegen CD3 und CD28 
ist es gelungen einen antigenspezifischen Anstieg der T-Lymphozytenproliferation und eine 
Steigerung der Stimulationsindizes nach Stimulation mit verschiedenen Antigenen zu 
erreichen und so eine denkbare Möglichkeit aufzuzeigen, das in vitro Testsystem sensitiver 
zu gestalten 
 
Die aus den in vivo Studien bekannten Ergebnisse konnten auf zellulärer Ebene in vitro 
bestätigt werden. Die T-Lymphozyten aus PPD-sensibilisierten Patienten zeigten auf alle 
untersuchten Arylamine signifikante Proliferationsantworten. Es konnte eine Korrelation 
zwischen der positiven proliferativen Antwort auf PPD und einer gleichzeitigen Reaktion auf 
andere Substanzen gezeigt werden. Am häufigsten wurden Ko-Reaktionen auf AAB (92 %) 
DO (85 %) und BB (69 %) festgestellt.  
 
Desweiteren ließen sich die T-Lymphozyten aus PPD exponierten Nichtallergikern in vitro 
durch Arylamine stimulieren. Das Ergebnis deutet daraufhin, dass diese Personen sensibili-
siert waren.  
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Es konnte gezeigt werden, dass sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Lymphozyten an der 
Reaktion auf para-Aminoverbindungen und Arylamine beteiligt sind.  
 
Desweiteren konnten erfolgreich arylamin-spezifische T-Zell-Klone (TCC) aus PPD-sensibili-
sierten Personen generiert werden. Die phänotypische Charakterisierung der TCC ergab, 
dass es sich bei den untersuchten TCC um CD4 positive T-Gedächtniszellen handelte, die 
einen TCR vom αβ-Typ exprimierten und ein Th2-ähnliches Zytokinmuster aufwiesen (ein 
Klon war CD8 positiv, γδ TCR).  
Die arylamin-spezifischen T-Zell-Klone aus PPD-sensibilisierten Personen reagierten nicht 
nur spezifisch auf PPD, sondern auf bis zu acht weitere para-Aminoverbindungen und Aryl-
amine. Die T-Zell-Klone ließen sich anhand ihrer Proliferationsmuster in drei verschiedene 
Gruppen einteilen. Die Reaktionsmuster der definierten Gruppen konnten auf polyklonaler 
Ebene bestätigt werden.  
Die komplexen Ereignisse die zur Aktivierung eines TCC und zu einer Kreuzreaktion führen 
können, werden vermutlich vom Zusammenspiel verschiedener Faktoren beeinflußt, so dass 
die Kreuzreaktionsmuster eines T-Zell-Klons sehr individuell betrachtet werden sollten. 
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Summary 
 
Allergic contact dermatitis, a delayed hypersensitivity reaction to small molecular weight 
compounds (haptens), is a common skin reaction causing personal and occupational 
problems. 
Patch tests to para-Phenylenediamine and related substances often reveal concurrent 
reactions which can be attributed to separate sensitisation or cross-reactivity. In order to 
understand the health risks associated with cross-reactivity we studied cross-reactivity of 
different para-amino compounds and arylamines in vitro by measurement of T-cell 
proliferation of PBMC, T-cell lines and T-cell clones of subjects with a positive patch test 
result to para-Phenylenediamine. T-cell clones were generated from the blood of 14 cases 
and their proliferative responses to the chemicals were estimated. 
Concurrent reactions to these compounds on the polyclonal and monoclonal level were 
found. A restricted T-cell receptor Vβ 16-usage was observed (5/8 clones). A detailed 
analysis of 38 T-cell clones from four patients showed broad cross-reactivity (64.7%) 
between para-Phenylenediamine, para-Toluenediamine, Bandrowski’s Base and para-
Aminoazobenzene. More restricted patterns were found in 8.8% which responded only to 
compounds with 2 or 3 benzene rings, whereas 26.5% of the clones reacted specifically only 
to one compound. More than 60% of the clones showed a broad cross-reactivity pattern. 
Hence, clinically observed cross-reactivity between different para-amino compounds can be 
based on a T-cell receptor with low specificity. 
 
 
 
 
Literatur 
 
 
 125 
6 Literatur 
 
 
Aberer W, Komericki P, Uter W, Hausen BM, Lessmann H, Kranke B, Geier J and Schnuch A (2003) 
[Epidemiologic surveillance of contact allergens. The "monitoring series" of IVDK (Information 
Network of Dermatologic Clinics for Detection and Scientific Evaluation of Contact Allergy]. 
Hautarzt 54:741-9. 
Adema GJ, Hartgers F, Verstraten R, De Vries E, Marland G, Menon S, Foster J, Xu Y, Nooyen P, 
McCalahan T, Bacon KB and Figdor CG (1997) A dendritic-cell-derived C-C chemokine that 
preferentially attracts naive T cells. Nature 387:713 - 717. 
Ahlfors SR, Sterner O and Hansson C (2003) Reactivity of contact allergenic haptens to amino acid 
residues in a model carrier peptide, and characterization of formed peptide-hapten adducts. 
Skin Pharmacol Appl Skin Physiol 16:59 - 68. 
Akiba H, Kehren J, Ducluzeau MT, Krasteva M, Horand F, Kaiserlian D, Kaneko F and Nicolas JF 
(2002) Skin inflammation during contact hypersensitivity is mediated by early recruitment of 
CD8+ T cytotoxic 1 cells inducing keratinocyte apoptosis. J Immunol 168:3079 - 3087. 
Albanesi C, Scarponi C, Cavani A, Federici M, Nasorri F and Girolomoni G (2000) Interleukin-17 is 
produced by both Th1 and Th2 lymphocytes, and modulates interferon-gamma- and 
interleukin-4-induced activation of human keratinocytes. J Invest Dermatol 115:81 - 87. 
Albanesi C, Scarponi C, Sebastiani S, Cavani A, Federici M, Sozzani S and Girolomoni G (2001) A 
cytokine-to-chemokine axis between T lymphocytes and keratinocytes can favor Th1 cell 
accumulation in chronic inflammatory skin diseases. J Leukoc Biol 70:617-23. 
Aldridge RD, Milton JI and Thomson AW (1985) Leukocyte procoagulant activity as an in vitro index of 
nickel contact hypersensitivity. Int Arch Allergy Appl Immunol 76:350 - 353. 
Altmeyer P, Dirschka T and Hartwig R (2003) Klinikleitfaden Dermatologie. Urban + Fischer, Jena. 
Anderson C, Hehr A, Robbins R, Hasan R, Athar M, Muktar H and Elmets C (1995) Metabolic 
requirements for induction of contact hypersensitivity to immunotoxic polyaromatic 
hydrocarbons. J Immunol 155:3530-3537. 
Ardavin C, Martinez del Hoyo G, Martin P, Anjuere F, Arias CF, Marin AR, Ruiz S, Parrillas V and 
Hernandez H (2001) Origin and differentiation of dendritic cells. Trends Immunol 22:691 - 700. 
Arnold PY, Davidian DK and Mannie MD (1997) Antigen presentation by T cells: T cell receptor 
ligation promotes antigen acquisition from professional antigen-presenting cells. Eur J 
Immunol 27:3198 - 3205. 
Aroeire LS (2006) TCR vaccination in aluminium adjuvant protects against autoimmune 
encephalomyelitis. Clin Immunol 119:252 - 260. 
Arroyo MP (2003) Black henna tattoo reaction in a person with sulfonamide and benzocaine drug 
allergies. J Am Acad Dermatol 48:301-302. 
Artik S, Heisterkamp T, Drutmann J, Ruzicka T and Grewe M (2001) Clinical picture: The man allergic 
to money. Lancet 357:1650. 
Asherson GL, Dieli F, Siregi G and Salerno A (1996) Review: Role of IL-4 in delayed type 
hypersensitivity. Clin Exp Immunol 103:1 - 4. 
Barnaba V, Watts C, De Boer M, Lane P and Lanzavecchia A (1994) Professional presentation of 
antigen by activated human T cells. Eur J Immunol 24:71 - 75. 
Baron JM and Merk HF (2001) Drug metabolism in the skin. Curr Opin Allergy Clin Immunol 1:287 - 
291. 
Basketter D, Gerberick GF, Kimber I and Loveless SE (1996) The local lymph node assay: a viable 
alternative to currently accepted skin sensitization tests. Food Chem Toxicol 34:985 - 997. 
Basketter DA and Goodwin BF (1988) Investigation of the prohapten concept. Cross reactions 
between 1.4-substituted benzene derivatives in the guinea pig. Contact Dermatitis 19:248-53. 
Basketter DA and Liden C (1992) Further investigation of the prohapten concept: reactions to benzene 
derivatives in man. Contact Dermatitis 27:90-7. 
Beissert S, Schwarz A and Schwarz T (2006) Regulatory T cells. J Invest Dermatol 126:15 - 24. 
Belsito DV (2000) The diagnostic evaluation, treatment, and prevention of allergic contact dermatitis in 
the new millennium. J Allergy Clin Immunol 105:409-20. 
Berard F, Marty JP and Nicolas JF (2003) Allergen penetration through the skin. Eur J Dermatol 
13:324 - 330. 
Literatur 
 
 
 126 
Berg EL, Yoshino T, Rott LS, Robinson MK, Warnock RA, Kishimoto TK, Picker LJ and Butcher EC 
(1991) The cutaneous lymphocyte antigen is a skin lymphocyte homing receptor for the 
vascular lectin endothelial cell-leukocyte adhesion molecule 1. J Exp Med 174:1461-6. 
Bevilacqua M (1993) Endothelial-leukocyte adhesion molecules. Annu Rev Immunol 11:767-804. 
Bhardwaj G, Murdoch B, Wu D, Baker DP, Williams KP, Chadwick K, Ling LE, Karanu FN and Bhatia 
M (2001) Sonic hedgehog induces the proliferation of primitive human hematopoietic cells via 
BMP regulation. Nat Immunol 2:172 - 180. 
Biedermann T, Kneilling M, Mailhammer R, Maier K, Sander CA, Kollias G, Kunkel SL, Hültner L and 
Röcken M (2000) Mast cells control neutrophil recruitment during T cell-mediated delayed-
type hypersensitivity reactions through tumor necrosis factor and macrophage inflammatory 
protein 2. J Exp Med 192:1441 - 1451. 
Biedermann T, Röcken M and Carballido JM (2004) Th1 and Th2 Lymphocyte development and 
regulation of Th cell-mediated immune responses in the skin. J Invest Dermatol 9:5 - 14. 
Blanca M, Vega JM, Garcia J, Miranda A, Carmona MJ, Juarez C, Terrados S and Fernandez J 
(1994) New aspects of allergic reactions to betalactams: crossreactions and unique 
specificities . Clin Exp Allergy 24:407 - 415. 
Blohm SG and Rajka G (1970) The allergenicity of paraphenylendiamine. Acta Derm Venereol 50:49 - 
50. 
Bluestone JA (2005) Regulatory T-cell therapy: is it ready for the clinic? Nat Rev Immunol 5:343 - 349. 
Bluestone JA and Abbas AK (2003) Natural versus adaptive regulatory T cells. Nat Rev Immunol 
3:253 - 257. 
Bonecchi R, Bianchi G, Bordignon PP, D´Ambrosio D, Lang R, Borsatti A, Sozzani S, Allavena P, 
Gray PA, Mantovani A and Sinigaglia F (1998) Differential expression of chemokine receptors 
and chemotactic responsiveness of type 1 T helper cells (Th1s) and Th2s. J Exp Med 187:129 
- 134. 
Borg L, Christensen JM, Kristiansen J, Nielsen NH, Menne T and Poulsen LK (2000) Nickel-induced 
cytokine production from mononuclear cells in nickel-sensitive individuals and controls. 
Cytokine profiles in nickel-sensitive individuals with nickel allergy-related hand eczema before 
and after nickel challenge. Arch Dermatol Res 292:285 - 291. 
Borkowski TA, Van Dyke BJ, Schwarzenberger K, Mc Farland VW, Farr AG and Udey MC (1994) 
Expression of E-Cadherin by murine dendritic cells: E-cadherin as a dendritic cell 
differentiation antigen characteristic of epidermal Langerhans cells and related cells. Eur J 
Immunol 24:2767 - 2774. 
Bour H, Nicolas JF, Garrigue JL, Demidem A and Schmitt D (1994) Establishment of nickel-specific T 
cell lines from patients with allergic contact dermatitis: comparison of different protocols. Clin 
Immunol Immunopathol 73:142 - 145. 
Bour H, Peyron E, Gaucherand M, Garrigue JL, Desvugnes C, Kaiserlian D, Revillard JP and Nicolas 
JF (1995) Major histocompatibility complex class I-restricted CD8+ T cells and class II-
restricted CD4+ T cells, respectively mediate and regulate contact sensitivity to 
dinitrofluorobenzene. Eur J Immunol 25:3006 - 3010. 
Bowling JC and Groves R (2002) An unexpected tattoo. Lancet 359:649. 
Brakkmann E, Rotteveel FTM, Van Bleek G, Van Seventer GA and Lucas CJ (1987) Are MHC class II-
restirected cytotoxic T lymphocytes important?. Immunol Today 8:265. 
Brander C, Mauri-Hellweg D, Bettens F, Rolli H, Goldman M and Pichler WJ (1995) Heterogeneous T 
cell responses to beta-lactam-modified self-structures are observed in penicillin-allergic 
individuals. J Immunol 155:2670-8. 
Braun-Falco O, Plewig G, Wolff HH, Burgdorf WHC and Landthaler M (2005) Dermatologie und 
Venerologie. Springer, Berlin. 
Brod SA, Purvee M, Benjamin D and Hafler DA (1990) Frequency analysis of CD4+CD8+ T cells 
cloned with IL-4. Cell Immunol 125:426 - 436. 
Büchner SA (2001) Kontaktdermatitis. Schweiz Med Forum 18:458-463. 
Büdinger L, Neuser N, Totzke U, Merk HF and Hertl M (2001) Preferential usage of TCR-Vbeta17 by 
peripheral and cutaneous T cells in nickel-induced contact dermatitis. J Immunol 167:6038-44. 
Byres VS, Epstein WL, Castagnoli N and Baer H (1979) In vitro studies of poison oak immunity: I. in 
vitro reaction of human lymphocytes to urushiol. J Clin Invest 64:1437 - 1448. 
Call ME and Wucherpfennig KW (2005) The T cell receptor: critical role of the membrane environment 
in receptor assembly and function. Annu Rev Immunol 23:101 - 125. 
Literatur 
 
 
 127 
Campbell JJ, Haraldsen G, Pan J, Rottmann J, Qin S, Ponath P, Andrew DP, Warnke R, Ruffing N, 
Kassam N and Butcher EC (1999) The chemokine receptor CCR4 in vascular recognition by 
cutaneous but not intestinal memory T cells. Nature 400:776 - 780. 
Cantrell D (1996) T cell antigen receptor signal transduction pathways. Annu Rev Immunol 14:259-
274. 
Caron GA and Sarkany I (1965) Radioactive method for the measurement of lymphocyte 
transformation in vitro. Lancet:1266 - 1268. 
Carter LL and Dutton RW (1996) Type 1 and type 2: a fundamental dichotomy for all T-cell subsets. 
Curr Opin Immunol 8:336 - 342. 
Cavani A (2005) Breaking tolerance to nickel. Toxicology 209:119 - 121. 
Cavani A, Albanesi C, Traidl C, Sebastiani S and Girolomoni G (2001) Effector and regulatory T cells 
in allergic contact dermatitis. Trends Immunol 22:118-20. 
Cavani A, Mei D, Guerra E, Corinti S, Giani M, Pirrotta L, Puddu P and Girolomoni G (1998) Patients 
with allergic contact dermatitis to nickel and nonallergic individuals display different nickel-
specific T cell responses. Evidence for the presence of effector CD8+ and regulatory CD4+ T 
cells. J Invest Dermatol 111:621 - 628. 
Cavani A, Nasorri F and Girolomoni G (2003a) T cell subsets in allergic contact dermatitis. Immune 
mechanisms in allergic contact dermatitis. 
Cavani A, Nasorri F, Ottaviani C, Sebastiani S, De Pita O and Girolomoni G (2003b) Human CD25+ 
regulatory T cells maintain immune tolerance to nickel in healthy, nonallergic individuals. J 
Immunol 171:5760-8. 
Cavani A, Nasorri F, Prezzi C, Sebastiani S, Albanesi C and Girolomoni G (2000) Human CD4+ T-
Lymphocytes with remarkable regulatory functions on dendritic cells and nickel-specific Th1 
immune responses. J Invest Dermatol 14:295 - 302. 
Cavani A, Ottaviani C, Nasorri F, Sebastiani S and Girolomoni G (2003c) Immunoregulation of hapten 
and drug induced immune reactions. Curr Opin Allergy Clin Immunol 3:243-7. 
Cederbrant K, Anderson C, Andersson T, Marcusson-Stahl M and Hultman P (2003) Cytokine 
production, lymphocyte proliferation and T-cell receptor Vbeta expression in primary 
peripheral blood mononuclear cell cultures from nickel-allergic individuals. Int Arch Allergy 
Immunol 132:373 - 379. 
Cederbrant K, Hultman P, Marcusson JA and Tibbling L (1997) In vitro lymphocyte proliferation as 
compared to patch test using gold, palladium and nickel. Int Arch Allergy Immunol 112:212-
217. 
Cella M, Fachetti F, Lanzavecchia A and Colonna M (2000) Plasmacytoid dendritic cells activated by 
influenza virus and CD40L drive a potent TH1 polarization. Nat Immunol 1:305 - 310. 
Chen AI, McAdam AJ, Buhlmann JE, Scott S, Lupher ML, Greenfield EA, Baum PR, Fanslow WC, 
Calderhead DM, Freeman GJ and Sharpe AH (1999) Ox40-ligand has a critical costimulatory 
role in dendritic cell:T cell interaction. Immunity 11:689 - 698. 
Cher DJ and Mosmann TR (1987) Two types of murine helper T cell clone. II. Delayed-type 
hypersensitivity is mediated by TH1 clones. J Immunol 138:3688-94. 
Coffer PJ and Burgering BMT (2004) Forkhead-Box transcription factors and their role in the immune 
system. Nat Immunol Rev 4:889 - 899. 
Cohen SD, Pumford NR, Khairallah EA, Boekelheide K, Pohl LR, Amouzadeh HR and Hinson JA 
(1997) Contemporary issues in Toxicology: Selctive protein binding and target organ toxicity. 
Toxicol Appl Pharmacol 143:1-12. 
Collier SW, Storm JE and Bronaugh RL (1993) Reduction of azo dyes during in vitro percutaneous 
absorption. Toxicol Appl Pharmacol 118:73-9. 
Constant SL and Bottomly K (1997) Induction of Th1 and Th2 CD4+ T cell responses. Annu Rev 
Immunol 15:297 - 322. 
Coombs RRA and Gell PGH (1975) Classification of allergic reactions for clinical hypersensitivity and 
desease, in Clinical aspects of immunology (Gell PGH, Coombs RRA and Lachman R eds) pp 
761-781, Oxford Blackwell Scientific, London. 
Cyster JG (1999) Chemokines and the homing of dendritic cells to the T cell areas of lymphoid organs. 
J Exp Med 189:447-50. 
Depta JP, Altznauer F, Gamerdinger K, Burkhart C, Weltzien HU and Pichler WJ (2004) Drug 
interaction with T-cell receptors: T-cell receptor density determines degree of cross-reactivity. 
J Allergy Clin Immunol 113:519-27. 
Depta JP and Pichler WJ (2003) Cross-reactivity with drugs at the T cell level. Curr Opin Allergy Clin 
Immunol 3. 
Literatur 
 
 
 128 
Dieu MC, Vanbervliet B, Vicari A, Bridon JM, Oldham E, Ait-Yahia S, Briere F, Zlotnik A, Lebecque S 
and Caux C (1998) Selective recruitment of immature and mature dendritic cells by distinct 
chemokines expressed in different anatomic sites. J Exp Med 188:373 - 386. 
Dubois B, Chapat L, Goubier A and Kaiserlian D (2003) CD4+CD25+ T cells as key regulators of 
immune responses. Eur J Dermatol 13:111 - 116. 
Dudda JC, Simon JC and Martin S (2004) Dendritic cell immunization route determines CD8+ T cell 
trafficking to inflamedskin: role for tissue microenvironment and dendritic cells in 
establishment of T cell-homing subsets. J Immunol 172:857 - 863. 
Dufour JH, Dziejman M, Liu MT, Leung JH, Lane TE and Luster AD (2002) INFg-inducible protein10 
(IP-10, CXCL10) -deficient mice reveal a role for IP-10 in effector T cell generation and 
trafficking. J Immunol 168:3195 - 3204. 
Dutton RW, Bradley LM and Swain SL (1998) T cell memory. Annu Rev Immunol 16:201-23. 
Enk A, Angeloni V, Udey M and Katz S (1993) An essential role for Langerhans Cell-derived IL-1β in 
the initiation of primary immune responses in skin. J Immunol 150:3698-3704. 
Enk AH and Katz SI (1992a) Early molecular events in the induction phase of contact sensitivity. Proc 
Natl Acad Sci USA 89:1398-1402. 
Enk AH and Katz SI (1992b) Identification and induction of keratinocyte-derived IL-10. J Immunol 
149:92-5. 
Everness KM, Gawkrodger DJ, Botham PA and Hunter JAA (1990) The discrimination between nickel-
sensitive and non-nickel-sensitive subjects by an in vitro lymphocyte transformation test. Br J 
Dermatol 122:293-298. 
Ferguson TA, Dube P and Griffith TS (1994) Regulation of contact hypersensitivity by interleukin 10. J 
Exp Med 179:1597-604. 
Fontenot JD, Gavin MA and Rudensky AY (2003) Foxp3 programs the development and function of 
CD4+CD25+ regulatory T cells. Nature Immunology 4:330 - 336. 
Forth W, Henschler D, Rummel W, Förstermann U and Starke K (2001) Allgemeine und spezielle 
Pharmakologie und Toxikologie. Urban Fischer Verlag, München, Jena. 
Fraser JD, Irving BA, Crabtree GR and Weiss A (1991) Regulation of interleukin-2 gene enhancer 
activity by the T cell accessory molecule CD28. Science 251:313 - 316. 
Frosch PJ, Burrows D, Camarasa JG, Dooms-Goossens A, Ducombs G, Lahti A, Menne T, Rycroft 
RJ, Shaw S, White IR and et al. (1993) Allergic reactions to a hairdressers' series: results from 
9 European centres. The European Environmental and Contact Dermatitis Research Group 
(EECDRG). Contact Dermatitis 28:180-3. 
Gailhofer G and Ludvan M (1989) Zur Wertigkeit positiver Epikutantestreaktionen auf 4,4-
Diaminophenylmethan. Dermatosen 37:16 - 22. 
Garrett WS, Chen LM, Kroschewski R, Ebersold M, Turley S, Trombetta S, Galan JE and Mellmann I 
(2000) Developmental control of ednocytosis in dendrtitic cells by Cdc42. Cell 102:325 - 334. 
Geijtenbeek TB, Torensma R, Van Vliet SJ, Van Duijnhoven GCF, Adema GJ, Van Kooyk Y and 
Figdor CG (2000) Identification of DC-SIGN, a novel dendritic cell-specific ICAM-3 receptor 
that supports primary immune responses. Cell 100:575 - 585. 
Gocinski BL and Tigelaar RE (1990) Roles of CD4+ and CD8+ T cells in murine contact sensitivity 
revealed by in vivo monoclonal antibody depletion. J Immunol 144:4121 - 4128. 
Goebeler M, Trautmann A, Voss A, Brocker EV, Toksoy A and Gillitzer R (2001) Differential and 
sequential expression of multiple chemokines during elicitation of allergic contact 
hypersensitivity. Am J Pathol 158:431 - 440. 
Gorbachev AV and Fairchild PJ (2001a) Regulatory role of CD4+ T cells during the development of 
contact hypersensitivity responses. Immunologic Research 24:69 - 77. 
Gorbachev AV and Fairchild RL (2001b) Induction and regulation of T-cell priming for contact 
hypersensitivity. Crit Rev Immunol 21:451 - 472. 
Grabbe S, Steinbrink K, Steinert M, Luger TA and Schwarz T (1995) Removal of the majority of 
epidermal langerhans cells by topical systemic steroid application enhances the effector 
phase of murine contact hypersensitivity. J Immunol 155:4207 - 4217. 
Grant DM, Hughes NC and Janezic SA (1997) Human acetyltransferase polymophisms. Mutat Res 
376:61 - 70. 
Greenfield E, Nguyen K and Kuchroo V (1998) CD28/B7 costimulation: a review. Crit Rev Immunol 
18:389-418. 
Griem P, Panthel K, Kalbacher H and Gleichmann E (1996) Alteration of a model antigen by Au(III) 
leads to T cell sensitization to cryptic peptides. Eur J Immunol 26:279-87. 
Literatur 
 
 
 129 
Hahn C, Röseler S, Fritzsche R, Schneider R and Merk HF (1993) Allergic contact reaction to 
dexpanthenol: Lymphocyte transformation test and evidence for microsomal dependent 
metabolism of the allergen. Contact Dermatitis 28:81 - 83. 
Halevy S (1998) In vitro tests for adverse drug reactions based on cytokine release, in Skin reactions 
to drugs (Kauppinen K, Alanko K, Hannuksela M and Maibach H eds) pp 119 - 131, CRC 
Press. 
Hausen BM, Kaatz M, Jappe U, Stephan U and Heidbreder G (2001) Henna/pPD-Kontaktallergie. 
Deutsches Ärzteblatt:1822-1825. 
Heine G, Schnuch A, Uter W and Worm M (2004) Frequency of contact allergy in german children and 
adolescent patch tested between 1995 and 2002: results from the Information Network of 
Departments of Dermatology and the german Contact Dermatitis Research Group. Contact 
Dermatitis 51:111 - 117. 
Hobeika AC, Clay TM, Mosca PJ, Lyerly HK and Morse MA (2001) Quantitating therapeutically 
relevant T-cell responses to cancer vaccines. Crit Rev Immunol 21:287 - 297. 
Homey B, Alenius H, Muller A, Soto H, Bowman EP, Yuan W, Mc Evoy L, Lauerma AI, Assmann T, 
Bunnemann E, Letho M, Wolff H, Yen D, Marxhausen H, To W, Sedqwick J, Ruzicka T, 
Lehmann PV and Zlotnik A (2002) CCL27-CCR10 interactions regulate T cell-mediated skin 
inflammation. Nat Med 8:157 - 165. 
Hori S, Nomura T and Sakaguchi S (2003) Control of regulatory T cell development by the 
transcription factor Foxp3. Science 299:1057-1061. 
Hoting EB, C.; Schulz, K.-H (1995) [Untersuchungen zur Frage der Kreuzallergenität von amino- und 
nitro-substituierten aromatischen Verbindungen]. Dermatosen 2. 
Hudak S, Hagen M, Liu Y, Catron D, Oldham E, McEvoy LM and Bowman EP (2002) Immune 
surveillance and effector functions of CCR10+ skin homing T cells. J Immunol 169:1189 - 
1196. 
Huppa JB and Davis MM (2003) T-cell-antigen recognition and the immunological synapse. Nature 
reviews 3:973-983. 
Isolauri E, Huurre A, Salminen S and Impivaara O (2004) The allergy extends beyond the past few 
decades. Clin Exp Allergy 34:1007 - 1010. 
Iwamoto I, Tomoe S, Tomioka H, Takatsu K and Yoshida S (1992) Role of CD4+ T lymphocytes and 
interleukin-5 in antigen-induced eosinophil recruitment into the site of cutaneous late-phase 
reaction in mice . J Leukoc Biol 52:572 - 578. 
Janeway CA, Travers P, Walport M and Shlomchik M (2002) Immunologie. 
Jeannin P, Herbault N, Delneste Y, Magistrelli G, Lecoanet-Henchoz S, Caron G, Aubry JP and 
Bonnefoy JY (1999) Human effector memory T cells express CD86: a functional role in naive 
T cell priming. J Immunol 162:2044 - 2048. 
Jonuleit H and Schmitt E (2003) The regulatory T cell family: distinct subsets and their interrelations. J 
Immunol 171:6323-7. 
Jordan WP and Dvorak J (1976) Leukocyte migration inhibition assay (LIF) in nickel contact dermatitis. 
Arch Dermatol Res 112:1741 - 1744. 
Jung P, Sesztak-Greinecker G, Wantke F, Götz M, Jarisch R and Hemmer W (2006) A painful 
experience: black henna tattoo causing severe, bullous contact dermatitis. Contact Dermatitis 
54:219 - 220. 
Kabir ML, Rahman F, Hassan MQ, Ahamed F and Mridha M (2005) Astham, atopic eczema and 
allergic rhino-conjunctivits in school children. Mymensingh Med J 14:41 - 45. 
Kalish RS, LaPorte A, Wood JA and Johnson KL (1994a) Sulfonamide-reactive lymphocytes detected 
at very low frequency in the peripheral blood of patients with drug-induced eruptions. J Allergy 
Clin Immunol 94:465 - 472. 
Kalish RS, Wood JA and LaPorte A (1994b) Processing of urushiol (poison ivy) hapten by both 
endogenous and exogenous pathways for presentation to T cells in vitro. J Clin Invest 
93:2039-2047. 
Kamath AT, Henri S, Battye F, Tough DF and Shortman K (2002) Developemtal kinetics and lifespan 
of dendritic cells in mouse lymphoid organs. Blood 100:1734 - 1741. 
Kapsenberg M, Wierenga EA, Stiekema FEM, Tiggelmann A and Bos J (1992a) Th1 lymphokine 
production profiles of nickel-specific CD4+ T-Lymphocytes clones from nickel contact allerigc 
and non-allergic individuals. J Invest Dermatol 98:59 - 63. 
Kapsenberg ML, Jansen HM, Bos JD and Wierenga EA (1992b) Role of type 1 and type 2 T helper 
cells in allergic diseases. Curr Opin Immunol 4:788 - 793. 
Literatur 
 
 
 130 
Kapsenberg ML, Res P, Bos JD, Schootemijer A, Teunissen MBM and Van Schooten W (1987) 
Nickel-specific T-Lymphocyte clones derived from allergic nickel-contact dermatitis lesions in 
man: heterogeneity based on requirement of dentritic antigen-presenting cell subsets. Eur J 
Immunol 17:861 - 865. 
Kaufmann M, Andris F and Leo O (1999) A logical analysis of T cell activation and anergy. Proc Natl 
Acad Sci U S A 96:3894 - 3899. 
Kawakubo Y, Merk HF, Masaoudi TA, Sieben S and Blomeke B (2000) N-Acetylation of 
paraphenylenediamine in human skin and keratinocytes. J Pharmacol Exp Ther 292:150-5. 
Kersh GJ and Allen PM (1996) Essential flexibility in the T-cell recognition of antigen. Nature 380:495-
8. 
Khattri R, Cox T, Yasako SA and Ramsdell F (2003) An essential role for Scurfin in CD4+CD25+ T 
regulatory cells. Nat Immunol 4:337 - 342. 
Kilgore NE, Ford ML, Margot CD, Jones DS, Reichardt P and Evavold BD (2004) Defining the 
parameters necessary for T-cell recognition of ligands that vary in potency. Immunologic 
Research 29:29 - 39. 
Kitagaki H, Ono N, Hayakawa K, Kitazawa T, Watanabe K and Shiohara T (1997) Repeated elicitation 
of contact hypersensitivity induces a shift in cutaneous cytokine milieu from a T helper cell 
type 1 to a T helper cell type 2 profile. J Immunol 159:2484-91. 
Koopmans AK and Bruynzeel DP (2003) Is PPD a useful screening agent? Contact Dermatitis 48:89-
92. 
Krasteva M, Kehren J, Ducluzeau MT, Sayag M, Cacciapuoti M, Akiba H, Descotes J and Nicolas JF 
(1999a) Contact dermatitis I: Pathophysiology of contact sensitivity. Eur J Dermatol 9:65 - 77. 
Krasteva M, Kehren J, Sayag M, Ducluzeau MT, Dupuis M, Kanitakis J and Nicolas JF (1999b) 
Contact dermatitis II : Clinical aspects and diagnosis. Eur J Dermatol 9:144 - 159. 
Krasteva M, Nicolas J, Chabeau G, Garrigue J, Bour H, Thivolet J and Schmitt D (1993) Dissociation 
of allergenic and immunogenic functions in contact sensitivity to para-phenylenediamine. Int 
Arch Allergy Imunol 102:200-204. 
Krawczyk C, Oliveira-dos-Santos A, Sasaki JC, Griffiths E, Ohashi PS, Snapper S, Alt F and 
Penninger JM (2002) Vav1 contorls integrin clustering and MHC/peptide-specific cell adhesion 
to antigen-presenting cells. Immunity 16:331 - 343. 
Kuna P, Reddigari SR, Schall TJ, Rucinski D, Viksman MY and Kaplan AP (1992) Rantes, a monocyte 
and T lymphocyte chemotactic cytokine release histamine from human basophils. J Immunol 
149:636 - 642. 
Landsteiner K and Jacobs JL (1936) Studies on the sensitization of animals with simple chemicals. J 
Exp Med 64:625-639. 
Langman RE and Cohn M (1999) The standard model of T-cell receptor function: a critical 
reassessment. Scand J Immunol 49:570-7. 
Lanzavecchia A, Santini P, Maggi E, Del Prete GF, Falagiani P, Romagnani S and Ferrarini M (1983) 
In vitro selective expansion of allergen specific T cells of atopic patients. Clin Exp Immunol 
52:21 - 28. 
Leeder J, Riley R, Cook V and Spielberg S (1992) Human anti-cytochrome P450 antibodies in 
aromatic anticonvulsant-induced hypersensitivity reactions. J Pharmacol Exp Ther 263:360 - 
367. 
Lenschow DJ, Walunas TL and Bluestone JA (1996) CD28/B7 system of T cell costimulation. Annu 
Rev Immunol 14:233-258. 
Li Q, Inagaki H and Minami M (1996) Evaluation of cross-sensitizing among dye-intermediate agents 
using a modified lymphocyte transformation test. Arch Toxicol 70:414-419. 
Lisby S, Hansen LH, Skov L, Menne T and Baadsgaard O (1999) Nickel-induced acitvation of T cells 
in individuals with negative patch test to nickel sulphate. Arch Dermatol Res 291:247 - 252. 
Lisi P and Hansel K (1998) Is benzoquinone the prohapten in cross-sensitivity- among aminobenzene 
compounds. Contact Dermatitis 39:304 - 306. 
Lowrey JA, Stewart GA, Lindey S, Hoyne GF, Dallman MJ, Howie SEM and Lamb JR (2002) Sonic 
hedgehog promotes cell cycle progression in activated peripheral CD4+ T lymphocytes. J 
Immunol 169:1869 - 1875. 
Lucey DR, Nicholson-Weller A and Weller PF (1989) Mature human eosinophils have the capacity to 
express HLA-DR. Proc Natl Acad Sci U S A 86:1348 - 1351. 
Lundback B (1998) Epidemiology of rhinitis and asthma. Clin Exp Allergy 28:3 - 10. 
MacDonald AS, Straw AD, Baumann B and Pearce EJ (2001) CD8- dendritic cell activation status 
plays an integral role in influencing Th2 response development. J Immunol 167:1982 - 1988. 
Literatur 
 
 
 131 
Macian F, Im SH, Garcia-Cozar FJ and Rao A (2004) T-cell anergy. Curr Opin Immunol 16:209 -216. 
Magaud JP, Sargent I and Mason DY (1988) Detection of human white cell proliferative responses by 
immunoenzymatic measurement of bromodeoxyuridine uptake. J Immunol Methods 106:95 - 
100. 
Martin R (1997) Immunological aspects of experimental allergic encephalomyelitis and multiple 
sclerosis and their application for new therapeutic strategies. J Neural Transm Suppl 49:53 - 
67. 
Martin S, Lappin MB, Kohler H, Delattre V, Leicht C, Preckel T, Simon JC and Weltzien HU (2000) 
Peptide immunization indicates that CD8+ T cells are the dominant effector cells in 
trinitrophenyl-specific contact hypersensitivity. J Invest Dermatol 115:260 - 266. 
Martin-Fontecha A, Sebastiani S, Höpken UE, Uguccioni M, Lipp M, Lanzavecchia A and Sallusto F 
(2003) Regulation of dendritic cell migration to the draining lymph node: impact on T 
lymphocyte traffic and priming. J Exp Med 198:615 - 621. 
Mason D (1998) A very high level of crossreactivity is an essential feature of the T-cell receptor. 
Immunol Today 19:395-404. 
Matis L (1991) Specificity and selection of gamma-delta receptor-expressing T cells. Immunol Res 
10:5 - 14. 
Matsue H, Kobayashi H, Hosokawa T, Akitaya T and Ohkawara A (1995) Keratinocytes constitutively 
express the Fas antigen that mediates apoptosis in IFN gamma-treated cultured 
keratinocytes. Arch Dermatol Res 287. 
Matulich J and Sullivan J (2005) A temporary henna tattoo causing hair and clothing dye allergy. 
Contact Dermatitis 53:33 - 36. 
Mauri-Hellweg D, Bettens F, Mauri D, Brander C, Hunziker T and Pichler WJ (1995) Activation of drug-
specific CD4+ and CD8+ T cells in individuals allergic to sulfonamides, phenytoin, and 
carbamazepine. J Immunol 155:462-72. 
Mauri-Hellweg D, Zanni M, Frei E, Bettens F, Brander C, Mauri D, Padovan E, Weltzien HU and 
Pichler WJ (1996) Cross-reactivity of T cell lines and clones to beta-lactam antibiotics. J 
Immunol 157:1071-9. 
Mawhorter SD, Kazura JW and Boom WH (1994) Human eosinophils as antigen-presenting cells: 
relative efficiency for superantigen- and antigen-induced CD4+ T-cell proliferation. 
Immunology 81:584 - 591. 
Mayer RL (1928) Die Überempfindlichkeit gege Körper von Chinonstruktur. Archiv für Dermatologie 
und Syphilis 156:331 - 354. 
Melrose J, Tsurushita N, Liu GY and Berg EL (1998) INFg inhibits activation-induced expression of E- 
and P-selectin on endothelial cells. J Immunol 161:2457 - 2464. 
Merk HF (2005) Diagnosis of drug hypersensitivity: lymphocyte transformation test and cytokines. 
Toxicology 209:217 - 220. 
Moed H, Boorsma DM, Stoof TJ, von Blomberg BM, Bruynzeel DP, Scheper RJ, Gibbs S and 
Rustemeyer T (2004) Nickel-responding T cells are CD4+ CLA+ CD45RO+ and express 
chemokine receptors CXCR3, CCR4 and CCR10. Br J Dermatol 151:32 - 41. 
Moed H, von Blomberg M, Bruynzeel DP, Scheper RJ, Gibbs S and Rustemeyer T (2005) Regulation 
of nickel-induced T-cell responsiveness by CD4+CD25+ cells in contact allergy patients and 
healthy individuals. Contact Dermatitis 53:71 - 74. 
Monks CRF, Freiberg BA, Kupfer H, Sciaky N and Kupfer A (1998) Three-dimensional segregation of 
supramolecular activation clusters in T cells. Nature 395:82 - 86. 
Morales J, Homey B, Vicari A, Hudak S, Oldham E, Hedrick J, Orozco R, Copeland NG, Jenkins NA, 
McEvoy LM and Zlotnik A (1999) CTACK, a skin-associated chemokine that preferentially 
attracts skin-homing memory T cells. PNAS 96:14470 - 14475. 
Moulon C, Volmer J and Weltzien H (1995) Characterization of processing requirements and metal 
cross-reactivties in T cell clones from patients with allergic contact dermatitis to nickel. Eur J 
Immunol 25:3308-3315. 
Moulon C, Wild D, Dormoy A and U WH (1998) MHC-dependent and -independent activation of 
human nickel-specific CD8+ cytotoxic T cells from allergic donors. J Invest Dermatol 111:360-
366. 
Mutschler E, Geisslinger G, Kroemer HK and Schäfer-Korting M (2001) Arzneimittelwirkungen, 
Lehrbuch der Pharmakologie und Toxikologie. Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH, 
Stuttgart. 
Literatur 
 
 
 132 
Nasorri F, Sebastiani S, Mariani V, De Pita O, Puddu P, Girolomoni G and Cavani A (2002) Activation 
of nickel-specific CD4+ T lymphocytes in the absence of professional antigen-presenting cells. 
J Invest Dermatol 118:172 - 179. 
Nawaf AM, Joshi A and Nour-Eldin O (2003) Acute allergic contact dermatitis due to para-
phenylenediamine after temporary henna painting. J Dermatol 30:797-800. 
Nielsen NH, Linneberg A, Menne T, Madsen F, Frolund L, Dirksen A and Jorgensen T (2001) Allergic 
contact sensitization in an adult Danish population: two cross- sectional surveys eight years 
apart (the Copenhagen Allergy Study). Acta Derm Venereol 81:31-4. 
Nohynek GJ, Skare JA, Meuling WJ, Hein DW, De Bie AT and Toutain H (2004) Urinary acetylated 
metabolites and N-acetyltransferase-2 genotype in human subjects treated with a para-
phenylenediamine-containing oxidative hair dye. Food Chem Toxicol 42:1885-91. 
Nowell PC (1959) Phytohemagglutinin: An initiator of mitosis in cultures of normal human leukocytes. 
Cancer Res 20:462 - 466. 
Nyfeler B and Pichler WJ (1997) The lymphocyte transformation test for the diagnosis of drug allergy: 
sensitivity and specificity. Clin Exp Allergy 27:175-81. 
Outram SV, Varas A, Pepicelli CV and Crompton T (2000) Hedgehog signaling regulates 
differentiation from double-negative to double-positive thymocyte. Immunity 13:187 - 197. 
Padovan E, Greyerz S, Pichler W and Weltzien H (1999) Antigen-dependent and -independent IFN-γ 
modulation by penicillins. J Immunol 162:1171-1177. 
Park CS, Yang YF, Zhou XY, Toyooka K, Yashiro-Ohtani Y, Park WR, Tomura M, Tai XG, Hamaoka T 
and Fujiwara H (2002) Reversible CD8 expression induced by common cytokine receptor 
gamma chain-dependent cytokines in a cloned CD4(+) T(h)1 cell line. Int Immunol 14:259 - 
266. 
Paulnock DW (1992) Macrophage activation by T cells. Curr Opin Immunol 4:344 - 349. 
Picardo M, Cannistraci C, Cristaudo A, De Luca C and Santucci B (1990) Study on cross-reactivity to 
the para group. Dermatologica 181:104-8. 
Picardo M, Zompetta C, Grandinetti M, Ameglio F, Santucci B, Faggioni A and Passi S (1996) 
Paraphenylene diamine, a contact allergen, induces oxidative stress in normal human 
keratinocytes in culture. Br J Dermatol 134:681-5. 
Picardo M, Zompetta C, Marchese C, De Luca C, Faggioni A, Schmidt RJ and Santucci B (1992) 
Paraphenylenediamine, a contact allergen, induces oxidative stress and ICAM-1 expression in 
human keratinocytes. Br J Dermatol 126:450-5. 
Pichler WJ and Tilch J (2004) The lymphocyte transformation test in diagnosis of drug hypersensitivity. 
Allergy 59:809 - 820. 
Pichler WJ, Zanni M, von Greyerz S, Schnyder B, Mauri-Hellweg D and Wendland T (1997) High IL-5 
production by human drug-specific T cell clones. Int Arch Allergy Appl Immunol 113:177 - 180. 
Pilkington KR, Clark-Lewis I and McColl SR (2004) Inhibition of Generation of Cytotoxic T Lymphocyte 
Activity by a CCL19/Macrophage Inflammatory Protein (MIP)-3{beta} Antagonist. J Biol Chem 
279:40276-40282. 
Pirquet C (1910) Allergie. Julius Springer, Berlin. 
Pistoor F, Kapsenberg M, Bos J, Meinardi M, von Blomberg M and Scheper R (1995) Cross-reactivity 
of human nickel-reactive T-lymphocyte clones with copper and palladium. J Invest Dermatol 
105:92-95. 
Platzek T (2001) Textilfarbstoffe, Regulation und experimentelle Studien. Bundesgesundheitsblatt 
44:695-704. 
Probst P, Küntzlin D and Fleischer B (1995) Th2-type infiltrating T cells in nickel-induced contact 
dermatitis. Cell Immunol 165:134-140. 
Ptak M, Szczepanik M, Ramabhadran R and Askenase PW (1996) Immune or normal gamma delta T 
cells that assist alpha beta T cells in elicitation of contact sensitivity preferentially use V 
gamma 5 and V delta 4 variable region gene segments. J Immunol 156:976 - 986. 
Ptak W and Askenase PW (1992) γδ T cells assist aß T cells in adoptive transfer of contact sensitivity. 
J Immunol 149:3503 - 3508. 
Rajka G and Blohm SG (1970) The allergenicity of paraphenylendiamine. II. Acta Derm Venereol 
50:51 - 54. 
Reay PA, Kantor RM and Davis MM (1994) Use of global amino acid replacements to define the 
requirements for MHC binding and T cell recognition of moth cytochrome c (93-103). J 
Immunol 152:3946-57. 
Literatur 
 
 
 133 
Reiss Y, Proudfoot AE, Power CA, Campbell JJ and Butcher EC (2001) CC chemokine receptor 
(CCR)4 and the CCR10 ligand cutaneous T cell-attracting chemokine (CTACK) in lymphocyte 
trafficking to inflamed skin. J Exp Med 194:1541 - 1547. 
Rieder MJ, Uetrecht J, Shear NH, Cannon M, Miller M and Spielberg SP (1989) Diagnosis of 
sulfonamide hypersensitivity reactions by in-vitro "rechallenge" with hydroxylamine 
metabolites. Ann Intern Med 110:286-9. 
Rietschel RL (1997) Occupational contact dermatitis. Lancet 349:1093-5. 
Romagnani S (1997) The Th1/Th2 paradigm. Immunol Today 18:263 - 266. 
Rothman AL, Yamada Y, Jameson J, Cruz J, West K, Green S and Ennis FA (1998) Assessment of 
human CD4+ and CD8+ T lymphocyte respones in experimantel viral vaccine studies. Dev 
Biol Stand. 95:95 - 104. 
Rytter M and Hausten UF (1982) Hapten conjugation in the leukocyte migration inhibition test in 
allergic eczema. Br J Dermatol 106:161 - 168. 
Sachs B, Erdmann J, Al Masaoudi T and Merk HF (2001) In vitro drug allergy detection system 
incorporating human liver mircosomes in chlorazepate-induced skin rash: drug-specific 
proliferation associtated with interleukin-5 secretion. Br J Dermatol 144:316 - 320. 
Sachs B, Erdmann J, Baron JM, Neis M, Al Masaoudi T and Merk HF (2002) Determination of 
interleukin-5 secretion from drug-specific ex vivo peripheral blood mononuclear cells as a test 
system for the in vitro detection of drug sensitization. Clin Exp Allergy 32:736 - 744. 
Saeki M, Saito Y, Nagano M, Teshima R, Ozawa S and Sawada J (2002) mRNA expression of 
multiple cytochrome p450 isozymes in four types of cultured skin cells. Int Arch Allergy 
Immunol 127:333-6. 
Saint-Mezard P, Berard F, Dubois B, Kaiserlian D and Nicolas JF (2004a) The role of CD4+ and CD8+ 
T cells in contact hypersensitivity and allergic contact dermatitis. Eur J Dermatol 14:131 - 138. 
Saint-Mezard P, Krasteva M, Chavagnac C, Bosset S, Akiba H, Kehren J, Kanitakis J, Kaiserlian D, 
Nicolas JF and Berard F (2003) Afferent and efferent phases of allergic contact dermatitis 
(ACD) can be induced after single skin contact with haptens: evidence using a mouse model 
of primary ACD. J Invest Dermatol 120:641 - 647. 
Saint-Mezard P, Rosieres A, Krasteva M, Berard F, Dubois B, Kaiserlian D and Nicolas JF (2004b) 
Allergic contact dermatitis. Eur J Dermatol 14:284 - 295. 
Sallusto F, Kremmer E, Palermo B, Hoy A, Ponath P, Qin S, Förster R, Lipp M and Lanzavecchia A 
(1999a) Switch in chemokine receptor expression upon TCR stimulation reveals novel homing 
potential for recently activated T cells. Eur J Immunol 29:2037 - 2045. 
Sallusto F, Lenig D, Förster R, Lipp M and Lanzavecchia A (1999b) Two subsets of memory t 
lymphocytes with distinct homing potentials and effector functions. Nature 401:708 - 712. 
Sandberg JK, Franksson L, Sundback J, Michaelsson J, Petersson M, Achour A, Wallin RP, Sherman 
NE, Bergman T, Jornvall H, Hunt DF, Kiessling R and Karre K (2000) T cell tolerance based 
on avidity thresholds rather than complete deletion allows maintenance of maximal repertoire 
diversity. J Immunol 165:25-33. 
Sanderson CJ (1992) Interleukin-5, eosinophils and disease. Blood 79:3101 - 3109. 
Santamaria Babi LF, Picker LJ, Perez Soler MT, Drzimalla K, Flohr P, Blaser K and Hauser C (1995) 
Circulating allergen-reactive T cells from patients with atopic dermatitis and allergic contact 
dermatitis express the skin-selective homing receptor, the cutaneous lymphocyte-associated 
antigen. J Exp Med 181:1935-40. 
Schäfer T, Böhler E, Ruhdorfer S, Weigl L, Wessner D, Filipiak B, Wichmann HE and Ring J (2001) 
Epidemiology of contact allergy in adults. Allergy 56:1192 - 1196. 
Schäfer T and Ring J (1995) Epidemiologie atopischer Erkrankungen. Dt Dermatol 43:142 - 146. 
Schäfer T and Ring J (1997) Epidemiology of allergic diseases. Allergy 52:14-22. 
Schmidt RJ, Hausen BM, Adams RM, Epstein WL and Mitchell JC (1990) Plants, woods, poison ivy 
and poison oak, and frullania, in Occupational skin disease (Adams RM ed), Saunders, W B, 
Philadelphia. 
Schnuch A, Aberer W, Agathos M, Brasch J, Frosch PJ and Richter G (2001) Leitlinien der Deutschen 
Dermatologischen Gesellschaft (DDG) zur Durchführung des Epikutantests mit 
Kontaktallergenen. Hautarzt 52:864 -866. 
Schnuch A, Uter W, Geier J and Gefeller O (2002) Epidemiology of contact allergy: an estimation of 
morbidity employing the clinical epidemiology and drug-utilization research (CE-DUR) 
approach. Contact Dermatitis 47:32-9. 
Literatur 
 
 
 134 
Schnyder B, Mauri-Hellweg D, Zanni M, Bettens F and Pichler WJ (1997) Direct, MHC-dependent 
presentation of the drug sulfamethoxazole to human alphabeta T cell clones. J Clin Invest 
100:136-41. 
Schwarzenberger K and Udey MC (1996) Contact allergens and epidermal proinflammatory cytokines 
modulate Langerhans cell E-cadherin expression in situ. J Invest Dermatol 106:553 - 558. 
Sebastiani S, Albanesi C, Nasorri F, Girolomoni G and Cavani A (2002) Nickel-specific CD4(+) and 
CD8(+) T cells display distinct migratory responses to chemokines produced during allergic 
contact dermatitis. J Invest Dermatol 118:1052-1058. 
Seidenari S, Mantovani L, Manzini BM and Pignatti M (1997) Cross-sensitizations between azo dyes 
and para-amino compound. A study of 236 azo-dye-sensitive subjects. Contact Dermatitis 
36:91-6. 
Sercarz EE, Lehmann PV, Ametani A, Benichou G, Miller A and Moudgil K (1993) Dominance and 
crypticity of T cell antigenic determinants. Annu Rev Immunol 11:729-766. 
Shelley WB and Juhlin L (1976) Langerhans cells form a reticuloepithelial trap for external contact 
antigens. Nature 261:46-47. 
Shevach EM (2002) CD4+CD25+ suppressor T cells: more questions than answers. Nature Reviews 
Immunology 2:389 - 400. 
Shi HZ and Qin XJ (2005) CD4CD25 regulatory T lymphocytes in allergy and asthma. Allergy 60:986 - 
995. 
Sieben S, Blömeke B and Merk HF (1999) Fragrances between allergic, hypoallergic and irritant: in 
vitro studies, in Cosmetics: controlled efficacy studies and regulation (Elsner M, Maibach ed) 
pp 226 - 240. 
Sieben S, Hertl M, Al Masaoudi T, Merk HF and Blomeke B (2001a) Characterization of T cell 
responses to fragrances. Toxicol Appl Pharmacol 172:172-8. 
Sieben S, Kawakubo Y, Masaoudi TA, Merk HF and Blomeke B (2002) Delayed-type hypersensitivity 
reaction to paraphenylenediamine is mediated by 2 different pathways of antigen recognition 
by specific alphabeta human T-cell clones. J Allergy Clin Immunol 109:1005-11.  
Sieben S, Kawakubo Y, Sachs B, Al Massaoudi T, Merk HF and Blömeke B (2001b) T cell responses 
to paraphenylenediamine and to its metabolites mono- and diacetyl-paraphenylenediamine. 
Int Arch Allergy Immunol 124:356-58. 
Silvennoinen-Kassinen S (1998) In vitro testing for adverse drug reactions, in Skin reactions to drugs 
(Kauppinen K, Alanko K, Hannuksela M and Maibach H eds) pp 111 - 117, CRC Press. 
Silvennoinen-Kassinen S, Ikäheimo I, Karvonen J, Kauppinen M and Kallioinen M (1992) Mononuclear 
cell subsets in the nickel-allergic reaction in vitro and in vivo. J Allergy Clin Immunol 89:794 - 
800. 
Silvennoinen-Kassinen S, Karvonen J and Ikäheimo I (1998) Restricted and individual usage of T-cell 
receptor ß-gene variables in nickel-induced CD4 and CD8 cells. Scand J Immunol 48:99 - 
102. 
Sinigaglia F (1994) The molecular basis of metal recognition by T cells. J Invest Dermatol 102:398-
401. 
Sinigaglia F, Scheidegger D, Garotta G, Sheper R, Pletscher M and Lanzavecchia A (1985) Isolation 
and characterization of Ni-specific T cell clones from patients with Ni-contact dermatitis. J 
Immunol 135:3929-3932. 
Soni BP and Sherertz EF (1996) Contact dermatitis in the textile industry: a review of 72 patients. Am 
J Contact Dermat 7:226 - 230. 
Sottini A, Imberti L, Gorla R, Cattaneo R and Primi D (1991) Restricted expression of T cell receptor V 
beta but not V alpha genes in rheumatoid arthritis. Eur J Immunol 21:461-6. 
Spergel JM, Miroguchi E, Brewer JP, Martin TR, Bhan AK and Geha RS (1998) Epicutaneous 
sensitization with protein antigen induces localized allergic dermatitis and hyperesponsiveness 
to methacholine after single exposure to aerolized antigen in mice. J Clin Invest 101:1614 - 
1622. 
Stejskal VDM, Cederbrant K, Lindvall A and Forsbeck M (1994) MELISA - an in vitro tool for the study 
of metal allergy. Toxicol in vitro 8:991 - 1000. 
Stewart GA, Lowrey JA, Wakelin SJ, Fitch PM, Lindey S, Dallman MJ, Lamb JR and Howie SE (2002) 
Sonic hedgehog signaling modulates activation of and cytokine production by human 
peripheral CD4+ T cells. J Immunol 169:5451-7. 
Storrs FJ (2000) Disperse Blue Dyes. Am J Contact Dermat 11:1 - 2. 
Literatur 
 
 
 135 
Streilein JW and Grammer SF (1989) In vitro evidence that Langerhans cells can adopt two 
functionally distinct forms capable of antigen presentation to T lymphocytes. J Immunol 
143:3925-33. 
Sullivan JR and Shear NH (2000) What are some of the lessons learned from in vitro studies of severe 
unpredictable drug reactions?. Br J Dermatol 142:205 - 207. 
Swain SL (1993) IL-4 dictates T-cell differentiation. Research Immunology 144:616 - 620. 
Szczepanik M, Bryniarski K, Tutaj M, Ptak M, Skrzeczynska J, Askenase P and Ptak W (2005) 
Epicutaneous immunization induces alphabeta T-cell receptor CD4 CD8 double-positive non-
specific suppressor T cells that inhibit contact sensitivity via transforming growth factor-beta. 
Immunology 115:42 - 54. 
Takahashi T, Tagami H, Yamazaki S, Uede T, Shimizu J, Sakaguchi N, Mak TW and Sakaguchi S 
(2000) Immunologic self-tolerance maintained by CD25(+)CD4(+) regulatory T cells 
constitutively expressing cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4. J Exp Med 192:303 - 
310. 
Tanaka Y, Morita CT, Nieves E, Brenner MB and Bloom BR (1995) Natural and synthetic non-peptide 
antigens recognized by human gamma delta T cells. Nature 375:155-8. 
Tang A, Amagai M, Granger LG, Stanley JR and Udey MC (1993) Adhesion of epidermal Langerhans 
cells to keratinocytes mediated by E-cadherin. Nature 361:82 - 85. 
Tang X, Maricic I, Purohit N, Bakamjian B, Reed-Loisel L, Beeston T, Jensen P and Kumar V (2006) 
Regulation of immunity by a novel population of Qa-1-restricted 
CD8alphaalpha+TCRalphabeta+ T cells. J Immunol 177:7645 - 7655. 
Testa B (1995) Biochemistry of redox reactions. Academic Press, London. 
Traidl C, Sebastiani S, Albanesi C, Merk HF, Puddu P, Girolomoni G and Cavani A (2000) Disparate 
cytotoxic activity of nickel-specific CD8+ and CD4+ T cell subsets against keratinocytes. J 
Immunol 165:3058 - 3064. 
Trautmann A, Akdis M, Bröcker EB, Blaser K and Akdis CA (2001) New insights inot the role of T cells 
in atopic dermatitis and allergic dermatitis. Trends Immunol 22:530 - 532. 
Trautmann A, Akdis M, Kleemann D, Altznauer F, Simon HU, Graeve T, Noll M, Bröcker EB, Blaser K 
and Akdis CA (2000) T cell-mediated Fas-induced keratinocyte apoptosis plays a key 
pathogenetic role in eczematous dermatitis. J Clin Invest 106:25 - 35. 
Tuschl H, Kovac R and Weber E (2000) The expression of surface markers on dendritic cells as 
indicators for the sensitizing potential of chemicals. Toxicol In Vitro 14:541-9. 
UBA (2003) Verwendung von Hämoglobinaddukten als Biomarker für das Monitoring von Belastung 
und Beanspruchung durch genotoxische Stoffe. Bundesgesundheitsblatt 46:918 - 922. 
Uter W, Geier J, Lessmann H and Hausen BM (2001) Contact allergy to Disperse Blue 106 and 
Disperse Blue 124 in German and Austrian patients, 1995 to 1999. Contact Dermatitis 44:173-
7. 
Uter W, Geier J and Schnuch A (2000) Current pattern and trends in sensitization to hairdressers 
allergens in germany. Occup Environ Dermatol 48:55 - 59. 
Uter W, Lessmann H, Geier J, Becker D, Fuchs T and Richter G (2002a) Die Epikutantestung mit 
"Parastoffen". Occup. Environ. Dermatol. 50:97-104. 
Uter W, Lessmann H, Geier J, Becker D, Fuchs T and Richter G (2002b) The spectrum of allergic 
(cross-)sensitivity in clinical patch testing with 'para amino' compounds. Allergy 57:319-22. 
Valitutti S and Lanzavecchia A (1997) Serial triggering of TCRs: a basis for the sensitivity and 
specificity of antigen recognition. Immunol Today 18:299 - 304. 
Valitutti S, Muller S, Cella M, Padovan E and Lanzavecchia A (1995) Serial triggering of many T-cell 
receptors by a few peptide-MHC complexes. Nature 375:148-51. 
Vecchini F, Mace K, Magdalou J, Mahe Y, Bernard BA and Shroot B (1995) Constitutive and inducible 
expression of drug metabolizing enzymes in cultured human keratinocytes. Br J Dermatol 
132:14-21. 
Vigan M, Girardin P, Adessi B and Laurent R (1997) Late reading of patch tests. Eur J Dermatol 7:574 
- 576. 
Vollhardt KPC (1990) Organische Chemie. VCH Publishers, Weinheim. 
Vollmer J, Fritz M, Weltzien H and Moulon C (1997) Dominance of BV17 element in nickel-specific 
human T cell receptors relates to severity of contact sensitivity. Eur J Immunol 27:1865-1874. 
von Blomberg - van der Flier MBE (1989) Recent advances in contact allergy research, Amsterdam. 
von Greyerz S, Zanni MP, Frutig K, Schnyder B, Burkhart C and Pichler WJ (1999) Interaction of 
sulfonamide derivatives with the TCR of sulfamethoxazole- specific human alpha beta+ T cell 
clones. J Immunol 162:595-602. 
Literatur 
 
 
 136 
Watson AR and Lee WT (2004) Differences in signaling molecule organization between naive and 
memory CD4+ T lymphocytes. J Immunol 173:33-41. 
Weller PF (1992) Roles of eosinophils in allergy. Curr Opin Immunol 4:782 - 787. 
Weltzien H, Moulon C, Martin S, Padovan E, Hartmann U and Kohler J (1996) T cell immune 
responses to haptens. Structural models for allergic and autoimmune reactions. Toxicology 
107:141-151. 
Werfel T, Hentschel M, Kapp A and Renz H (1997) Dichotomy of blood- and skin derived IL-4-
producing allergen-specific T cells and restricted Vβ repertoire in nickel-mediated contact 
dermatitis. J Immunol 158:2500-2505. 
Wierenga EA, Snoek M, Jansen HM, Bos JD, van Lier RA and Kapsenberg ML (1991) Human atopen-
specific types 1 and 2 T helper cell clones. J Immunol 147:2942 - 2949. 
Wildemore JK, Junkins-Hopkins JM and James WD (2003) Evaluation of the histologic characteristics 
of patch test confirmed allergic contact dermatitis. J Am Acad Dermatol 49:243 - 248. 
Williams W and Williams WJ (1982) Comparison of lymphocyte transformation and macrophage 
migration inhibition test in the detection of beryllium hypersensitivity. J Clin Pathol 35:684 - 
687. 
Wucherpfennig KW (2004) T cell receptor crossreactivity as an general property of T cell recognition. 
Mol Immunol 40:1009 - 1017. 
Wucherpfennig KW and Strominger JL (1995) Molecular mimicry in T cell-mediated autoimmunity: viral 
peptides activate human T cell clones specific for myelin basic protein. Cell 80:695-705. 
Wulferink M, Dierkes S and Gleichmann E (2002) Cross-sensitization to haptens: formation of 
common haptenic metabolites, T cell recognition of cryptic peptides, and true T cell cross-
reactivity. Eur J Immunol 32:1338-48. 
Yokozeki H (2001) Gammadelta T cells assist alphabeta T cells in the adoptive transfer of contact 
hypersensitivity to para-phenylenediamine. Clin Exp Immunol 125:345 - 350. 
Zanni M, Mauri-Hellweg D, Brander C, Wendland T, Schnyder B, Frei E, von Greyerz S, Bircher A and 
Pichler WJ (1997) Characterization of lidocain-specific T cells. J Immunol 158:1139 - 1148. 
Zanni MP, von Greyerz S, Schnyder B, Brander KA, Frutig K, Hari Y, Valitutti S and Pichler WJ (1998) 
HLA-restricted, processing- and metabolism-independent pathway of drug recognition by 
human alpha beta T lymphocytes. J Clin Invest 102:1591-8. 
Zhou X, Wong S, Walter J, Jacks T and Eisen HN (1999) Increased generation of CD8+ T cell clones 
in p53 mutant mice. J Immunol 162:3957 - 3960. 
 
  
 
 137 
Danksagung 
 
 
Frau Prof. Dr. rer. nat. B. Blömeke danke ich ganz besonders für die interessante 
Themenstellung und ihre wissenschaftliche Betreuung, durch die mir die Wissenschaft in 
unvergleichlicher Weise nähergebracht wurde. 
 
Herrn Prof. Dr. rer. nat. K. Wolf danke ich sehr herzlich für die freundliche Übernahme des 
Korreferats. 
 
Herrn Prof. Dr med. H. F. Merk danke ich herzlich für die Möglichkeit, diese Arbeit in seinem 
Labor durchführen zu können und für sein förderndes Interesse.  
 
Den Mitarbeitern der Hautklinik, besonders den Schwestern der Poliklinik, möchte ich 
meinen Dank für die erhaltene Hilfestellung und ihr Verständnis aussprechen. 
 
Mein ganz besonderer Dank gilt Frau Prof. Dr. rer. nat. G. Zwadlo-Klarwasser, die mir in 
schweren Zeiten viel Mut gegeben hat.  
 
Bei Herrn Prof. Dr. rer. nat. W. Jahnen-Dechent und Frau Prof. Dr. rer. nat. G. Zwadlo-
Klarwasser möchte ich mich herzlich für die gute Betreuung der Nachwuchswissenschaftler-
gruppe bedanken. 
 
Ich danke meinen Kollegen, insbesondere Liane, die mit mir einige Nächte durchwacht hat, 
Silke und Angela für die Freundschaft, stetige Diskussionsbereitschaft und das 
Korrekturlesen, Mike, Martin, Michael, Alex, Nora und allen anderen für das Zuhören, die 
Aufmunterungen und den vielen Tee und Eis in Krisenzeiten. 
 
Meinen Freunden, die sich so manches Wissenschaftliche und Nichtwissenschaftliche haben 
anhören müssen, danke ich für ihre Geduld und ihre Unterstützung in jeglicher Weise, 
besonders Mareike, Olaf, Rog, Yves, Andrea, Manu und der kompletten Stallmannschaft. 
 
Meinen lieben Eltern danke ich ganz besonders für ihre uneingeschränkte großartige 
Unterstützung. Ohne sie wäre diese Arbeit nicht möglich gewesen 
Nicht zuletzt möchte ich meinem Partner Jan für das Zuhören und die Diskussionen zu 
seltsamsten Uhrzeiten, die endlose Geduld, Ruhe und Kraft danken, die er mir während 
dieser nicht immer einfachen Zeit geschenkt hat. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 138 
Lebenslauf 
 
 
 
Claudia Skazik   *31.07.1971 in Rheinhausen 
Dellstr. 4, 52072 Aachen 
Telefon: 0172 / 7861022 
E-mail: cskazik@ukaachen.de 
 
 
 
 
Wissenschaftliche Tätigkeit:         
 
seit 1/07  Wissenschaftlicher Mitarbeiter der Dermatologie der medizinischen 
Fakultät der RWTH Aachen 
3/2006-12/2006 Wissenschaftlicher Mitarbeiter des IZKF Biomat der RWTH Aachen 
 
 
 
Hochschulausbildung          
 
7/2001–7/2005 Nachwuchswissenschaftlerprogramm des IZKF Biomat der RWTH 
Aachen, wissenschaftlicher Mitarbeiter 
10/1991–11/2000 Studium der Biologie an der RWTH Aachen 
Schwerpunkte: Ökologie, Mikrobiologie, Genetik, Umwelthygiene 
 Diplomarbeit: „Optimierung der Datenaufnahme und Auswertung für 
die miniaturisierten Genotoxizitätstets umu-, SOS- und NM2009-Test“ 
 
 
 
Schulausbildung           
 
1978–1982  Grundschule Richterich 
1982–1991  Abitur am Privaten St.-Ursula-Gymnasium Aachen 
 
  
 
 139 
Tagungsbeiträge           
 
Skazik C., Wilbers L., Breuer S., Merk H.F., Blömeke B.: T cell reactions to para-
Phenylenediamine and eight `paraamino´compounds, XVIIth Aachen Colloquium on 
Biomaterials, Aachen, 2004 
 
Skazik C., Hamidizadeh N., Breuer S., Merk H.F., Blömeke B.: Para-Phenylendiamine 
increased prostaglandin E2 (PGE2) concentrations in PBMCs, monocytes and a human 
keratinocyte cell line (Hacat), 95th Annual Meeting AACR, Orlando, 2004 
 
Skazik C., Paul N.E., Salber J., Harwardt M., Bremus-Köberling E., Zwadlo-Klarwasser G.: 
Analysis of the inflammatory potency of primary human macrophages cultivated on micro- 
and nanostructured PVDF surfaces, Biomaterials: 9th Essen Symposium on Biomaterials and 
Biomechanics, Essen, 2006 
 
Paul N.E., Skazik C., Salber J., Harwardt M., Bremus-Köberling E., Zwadlo-Klarwasser G.: 
Influence of topography on the inflammatory potency of primary human macrophages, 20th 
Annual meeting of the EMDS, Freiburg, 2006 
 
 
 
Vorträge            
 
Skazik C., Blömeke B.: Immunotoxic effects of arylamine dyes, XVIth Aachen Colloquium 
on Biomaterials, Aachen, 2003 
 
Skazik C., Wilbers L., Breuer S., Merk H.F., Blömeke B.: Immuntoxische Effekte und 
Kreuzreaktivität von Arylaminfarbstoffen, 45. Jahrestagung der DPTG, Mainz, 2004 
 
Skazik C., Wilbers L., Breuer S., Merk H.F., Kunz D., Blömeke B.: Immunotoxic effects of 
arylamine dyes, 7th Congress of the ESCD, Kopenhagen, 2004 
 
 
 
Zitierfähige Abstracts          
 
Skazik C., Wilbers L. Breuer S., Merk H.F., Blömeke B.: Immunotoxic effects and cross 
reactivities of arylamine dyes in human T cells, Archives of Pharmacology, 369 (Supp 1), 
2004 
 
Skazik C., Paul N.E., Salber J., Harwardt M., Bremus-Köberling E., Zwadlo-Klarwasser G.: 
Analysis of the inflammatory potency of primary human macrophages cultivated on micro- 
and nanostructured PVDF surfaces, Biomaterialien, 7 (3), 2006 
